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Resumen
Esta tesis gira en torno a dos elementos principales. El primero de ellos es la
microscopía de fuerzas bimodal, un modo de microscopía basado en la excitación
simultánea de los dos primeros modos de oscilación de la micropalanca, que propor-
ciona un aumento de resolución bajo la aplicación de fuerzas pequeñas. El segundo,
la compleja dinámica de una micropalanca oscilando en líquidos y sus implicaciones
en lo que a microscopía de fuerzas en líquidos se reﬁere.
El primer objetivo de esta tesis es implementar la microscopía bimodal en
líquidos con el consecuente aumento de resolución lateral que promete, y propor-
cionar además información cuantitativa de las muestras medidas. En particular, se
intentará relacionar los canales bimodales con la fuerza de interacción, de tal forma
que se pueda adquirir una imagen simultánea de la topografía y el módulo de Young
efectivo de la muestra.
El segundo objetivo es investigar cuestiones fundamentales de la oscilación
de la micropalanca en líquidos, como su dependencia en el método de excitación,
el decrecimiento asimétrico que la oscilación de la micropalanca en líquidos sufre
al acercarse a la muestra, o los elementos más relevantes en la generación de los
armónicos superiores observados experimentalmente.
Ambos objetivos se intentan desarrollar y analizar con claridad a lo largo de
esta tesis, la cual se se estructura en 6 capítulos:
• El primer capítulo presenta una introducción a la microscopía de fuerzas en-
focada al lector no familiarizado con el tema. Se describen de forma básica los
elementos constituyentes, los diferentes modos de operación, la metodología y
ﬁnalmente, los avances cientíﬁcos más relevantes de la última época que tienen
como base la microscopía de fuerzas.
• El segundo capítulo contiene una introducción a la dinámica de la micropa-
lanca del microscopio de fuerzas oscilando en líquidos. Consta de una pequeña
introducción a la dinámica de ﬂuidos y en particular a la de una barra oscilante
y de una descripción de los métodos teóricos utilizados para enfocar el proble-
ma. Finaliza presentando la dependencia en la dinámica de la micropalanca
en el medio de excitación utilizado y en el medio en el que está sumergida.
• El tercer capítulo presenta la implementación de la microscopía de fuerzas
bimodal en líquidos. Además de reproducir los resultados experimentales de
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la microscopía de fuerzas bimodal en aire, presenta resultados experimentales
de biomoléculas en agua y estudia la optimización del contraste mediante la
variación de diversos parámetros.
• El cuarto capítulo consiste en la formulación de un método de reconstrucción
del módulo de Young efectivo de una muestra utilizando la microscopía de
fuerzas bimodal. En la primera parte del capítulo se describe el modelo teórico
y las aproximaciones en las que se basa. En la segunda parte, se presenta la
implementación experimental del método sobre una muestra de anticuerpos
pentaméricos IgM sobre mica.
• El quinto capítulo profundiza en las causas y consecuencias de la generación de
armónicos superiores de la frecuencia de oscilación de la micropalanca. En la
primera parte del capítulo se presentan una serie de resultados en relación a la
generación de armónicos y su dependencia en el medio y en los parámetros de la
medida, así como algunas aproximaciones muy útiles a importantes parámetros
relacionados con la fuerza de interacción. En la segunda parte del capítulo se
utilizan estas aproximaciones para proponer un método de reconstrucción del
módulo de Young efectivo de una muestra a partir de cantidades sencillas de
medir desde el punto de vista experimental.
• El sexto capítulo presenta la combinación de la microscopía de fuerzas bimodal
y de la microscopía de fuerzas tridimensional y su aplicación a la medida de
las capas de hidratación entre la muestra y la punta. Se detallan los resultados
obtenidos sobre una muestra plana a nivel atómico como la mica y sobre
una muestra irregular, rugosa y sujeta a ﬂuctuaciones térmicas como la red
bidimensional de GroEL.
Palabras clave
Microscopía de fuerzas, Microscopía de fuerzas bimodal, Microscopía de fuer-
zas multifrecuencia, AFM, AFM en líquidos, módulo de Young efectivo, armónicos
superiores, capas de solvatación.
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Capítulo 1
Introducción
1.1. Invención del Microscopio de Fuerza Atómica
El microscopio de fuerza atómica (Atomic Force Microscope - AFM) fue inven-
tado por Gerd Binnig, Christoph Gerber y Calvin Quate en el año 1986 [1] partiendo
de las bases del microscopio de efecto túnel (Scanning Tunnel Microscope - STM).
El microscopio de efecto túnel había sido inventado cuatro años antes, en el año 1981
por Gerd Binnig y Heinrich Rohrer [2], quienes recibirían luego el Premio Nobel de
Física en el año 1986. Las palabras de ámbos cuando recibieron el premio resumen
los retos y posibilidades que el STM prometía.
...donde se originó el STM: la realización de un experimento local, en
una posición preseleccionada y a una escala espacial de dimensiones ató-
micas. Además de la toma de imágenes, abre nuevas posibilidades para
estudiar la muestra, bien de forma no destructiva, o para modiﬁcarla
localmente: altos campos eléctricos, extremas densidades de corriente,
deformaciones locales, la medida de fuerzas tan pequeñas como aquéllas
de los átomos individuales por mencionar sólo unas pocas, y de forma úl-
tima manipular átomos y modiﬁcar moléculas individuales, usar el STM
como una máquina de Feynman. Este área todavía no ha alcanzado la
adolescencia...
Este año se cumplen 30 años desde la invención del STM y 25 años desde la
del AFM. Utilizando las palabras de Binnig y Rohrer, se puede considerar que estos
campos ya han pasado a su madurez. Muchos de los retos que entonces parecían
inimaginables se han obtenido. El conocimiento que a dia de hoy se tiene de la
materia a escala atómica ha sido conseguido en gran medida gracias a la utilización
de estos tipos de microscopía.
2 Introducción
1.2. Modelo físico en el que se basa un microscopio
de fuerza atómica
Al hablar de un microscopio es fundamental entender el principio físico en
el que se basa. Mientras que el microscopio óptico y el electrónico obtienen una
medida directa de la muestra a través de un haz incidente de luz o de electrones,
existen otro tipo de microscopios que miden la muestra de forma indirecta y son
conocidos como microscopios de sonda local. Estos microscopios registran cambios
en las propiedades de la sonda mediante un determinado sistema de detección a
medida que escanea la muestra deseada.
El predecesor del microscopio de fuerza atómica (AFM) es el microscopio de
efecto túnel (STM), que se basa en el concepto cuántico de corriente túnel: la son-
da utilizada es una punta conductora (tungsteno, aleación de platino-iridio, oro...).
Cuando ésta se acerca a la superﬁcie conductora, es posible que parte de los electro-
nes atraviesen de una a otra creando así una corriente que depende de la distancia
entre la punta y la muestra, del voltaje aplicado, y de la densidad local de estados de
la muestra. Esta corriente se mide de forma directa y es posible relacionar cambios
en la corriente con cambios en la densidad local de estados de la muestra. Además,
como la corriente túnel crece exponencialmente de forma monótona a medida que
decrece la distancia entre la punta y la muestra, también es posible relacionar cam-
bios en la corriente con cambios en la topografía de la muestra. La dependencia
exponencial y monótona de la corriente túnel con la distancia hace posible que la
microscopía de efecto túnel produzca de forma regular imágenes con periodicidad
atómica real [3]. La mayor limitación de este tipo de microscopía es que su aplicación
se reduce a muestras conductoras.
En la microscopía de fuerzas atómica, sin embargo, lo que se miden son fuerzas.
El sensor utilizado para medir la muestra es una micropalanca de tamaño micros-
cópico (su longitudes está entre 100-300 µm). La necesidad de una micropalanca
de un tamaño que apenas se puede ver con el ojo humano nace de la magnitud de
las fuerzas que se desean medir. Cuando la micropalanca no está en movimiento,
la micropalanca responde a un cambio en la fuerza de interacción con un cambio
en la deﬂexión de acuerdo a la ley de Hooke Fts = −kz0. Para las micropalancas
utilizadas las fuerzas mínimas Fts que se pueden medir dependen del rango de la
deﬂexión mínima z0 que pueda ser detectada, y normalmente están entre los pN y
los nN (la fuerza necesaria para romper un enlace covalente es del orden de los nN).
Si agrandásemos la micropalanca hasta hacerla de dimensiones del orden de metros
aumentando su volumen seis órdenes de magnitud, su constante de fuerza sería tam-
bién seis órdenes de magnitud mayor y las fuerzas que se podrían medir suponiendo
la misma deﬂexión detectada estarían en el orden de los mN (aproximadamente el
peso de un mosquito). Otro término importante es el concepto de resolución lateral,
relacionado con la menor diferencia entre dos objetos que es posible medir. El ta-
maño de la sonda que se utiliza ﬁja un límite inferior para la escala a la que somos
sensibles. En este caso, la punta corresponde a la partícula de sondeo, y no puede
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ser mayor que la característica física que se quiere medir. Por ejemplo, nunca podre-
mos ver la rugosidad a escala microscópica de nuestra mesa de estudio si pasamos
por encima nuestro dedo. Traducido a escala nanómetrica esto equivale a decir que
nunca se podrán resolver dos átomos separados entre sí con algo cuyo diámetro es
mayor que el de un átomo.
La microscopía de fuerzas consiste en escanear una muestra mientras se re-
gistran los cambios en alguna de las propiedades de la sonda local, esto es, de la
micropalanca. Estos cambios son muy pequeños (entre 0.1-1 nm en la escala ver-
tical), por lo que es necesaria la instalación de un sistema de detección que sea
capaz de detectarlos. El sistema de detección más extendido es el OBD (Optical
Beam Deﬂection) [4, 5], consistente en un haz láser que incide y se reﬂeja sobre la
parte trasera de la micropalanca (que normalmente está recubierta de un metal)
para luego ser recogido por un fotodetector que está alejado a una distancia del
orden de centímetros. Esto permite que los cambios en la pendiente de la micro-
palanca se vean ampliﬁcados al llegar al fotodetector. El fotodetector transforma
el haz incidente en una señal eléctrica que la electrónica del microscopio procesa.
El ruido electrónico del sistema de detección es una magnitud a minimizar. En el
caso del OBD depende, entre otras cosas, de la distancia entre la micropalanca y
el fotodetector, del diámetro del haz láser, del ruido shot y de Johnson-Nyquist del
fotodetector... [6]. Para minimizar el ruido electrónico y ser capaces de medir con
amplitudes muy pequeñas es necesario modiﬁcar el sistema de detección. Algunos
grupos han mejorado el OBD mejorando cada uno de los componentes relacionados
con el ruido electrónico [6, 7, 8], mientras que otros han optado por utilizar técnicas
alternativas como por ejemplo técnicas interferométricas [9, 10, 11].
1.3. Condiciones necesarias para obtener resolución
atómica
La posibilidad de tomar imágenes con resolución atómica real se reduce a que
el tamaño de la sonda que se utilice sea comparable a lo que se quiera medir. Si se
quieren medir diferencias entre dos átomos, se ha de ser capaz de medir la fuerza de
interacción entre un átomo de la punta y un átomo de la muestra [12]. Es preciso
distinguir la resolución atómica real de la resolución de red. Mientras que en una
imagen en la que se observa resolución de red se diferencia el patrón que siguen los
átomos que forman la red cristalina, en una imagen con resolución atómica real se
ha de ser capaz de observar también defectos de la red cristalina. A continuación
presento los factores necesarios para obtener resolución atómica o molecular real:
• Contrarrestar las interacciones atractivas de largo alcance, que resultan en
una fuerza que es la suma de la contribución de varios átomos. Para esto se
necesita reducir la amplitud libre hasta el punto que la relación señal/ruido
(SNR - signal-to-noise ratio) permita [13].
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• Evitar el contacto y una más que probable deformación apreciable de la punta
y de la muestra [14].
• Medir con puntas de radio muy pequeño e intentar que su extremo sea de un
sólo átomo o una sóla molécula y que no se dañen durante la medida [15, 16].
• Medir en un rango donde las fuerzas varíen de forma rápida con la distancia
[17].
• Tener un control robusto de la distancia vertical para evitar inestabilidades y
que la punta contacte con la superﬁcie [6, 16].
• Minimizar el ruido térmico, bien aumentando la constante de fuerzas [6] o
aumentando la velocidad de barrido [18].
Técnicamente, sería deseable mantener una punta terminada en un único áto-
mo a una distancia de menos de 1 nm y aplicando una fuerza de menos de 1 nN
[12].
El factor de calidad de la micropalanca Q es un factor fundamental para ope-
rar a fuerzas de interacción pequeñas como las necesarias para obtener resolución
atómica. Depende del medio en el que la micropalanca esté inmersa, ya que está
relacionado con las pérdidas por disipación. El ultra-alto vacío (UHV) es un vacío
caracterizado por presiones menores que 10−7 Pa. Para que el AFM opere en UHV es
necesario introducir el microscopio en una cámara de vacío con todas las diﬁcultades
tanto económicas como prácticas que esto conlleva. En UHV la disipación es muy
baja, por lo que el factor de calidad Q de la micropalanca está entre 30000− 40000.
Otra de las ventajas de operar en UHV es que los experimentos se pueden realizar
sobre muestras totalmente limpias y cristalinas a escala atómica. El AFM puede
operar también en condiciones ambiente (aire), donde Q está entre 100 − 400 y en
líquidos, donde el aumento de densidad y viscosidad del medio provoca una drástica
caída del factor de calidad hasta valores de 1− 10.
El factor de calidad de la micropalanca no es lo único que depende del medio
en el que ésta esté inmersa. También las fuerzas intermoleculares y de superﬁcies que
están presentes, y con ello su variación con la distancia. Las fuerzas que el AFM mide
no decaen de forma exponencial con la distancia como ocurría con la corriente túnel
que el STM medía. Además, tampoco aumentan monótonamente con la distancia,
y es preciso analizar cada caso en particular. Por ejemplo, las fuerzas atractivas
debidas a dipolos instantáneos presentes en UHV y en aire, estarían apantalladas
por las moléculares de un medio líquido polar cuando se introduce la micropalanca
en agua [19]. Otro ejemplo ilustrativo es el de las fuerzas capilares, que dependen
del medio en el que la micropalanca esté inmersa, la humedad relativa del medio y
de la hidroﬁbicidad/hidrofobicidad tanto de la muestra como de la punta [20].
El microscopio de fuerzas puede ser operado en diversos modos, tanto estáticos
como dinámicos, si bien la característica común es el escaneo de la muestra a medida
que un sistema de realimentación mantiene una magnitud constante. Estos modos
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están directamente relacionados con la fuerza que es posible aplicar y con la robustez
del sistema. Por ello, a pesar de los numerosos trabajos realizados hasta la fecha,
aún existe controversia acerca de cuál es el factor más decisivo en la obtención
de imágenes con resolución atómica real. A continuación presentaré un pequeño
resúmen de los modos de operación más comunes.
1.3.1. Modo estático
En el modo estático o de contacto, la punta de la micropalanca está en contacto
con la muestra mientras la escanea. Se puede mantener constante bien la distancia
media o bien la deﬂexión de la micropalanca, dependiendo de lo plana que sea la
topografía de la muestra a medir. En el modo de deﬂexión constante, se acerca la
punta a la muestra de tal forma que se mantenga la deﬂexión igual al valor de la
deﬂexión de trabajo. Cuando la micropalanca comienza a escanear y atraviesa una
zona con distinta topografía o composición, el cambio en la fuerza de interacción
provoca un cambio en la deﬂexión de la micropalanca. El sistema de realimentación
desplaza la muestra en la dirección vertical, de tal forma que la distancia punta-
muestra zc varía para que la deﬂexión sea constante e igual al valor de una cierta
deﬂexión de trabajo. El modo estático tiene diversos inconvenientes. Por una parte
tiene una gran deriva y ruido electrónico. Por otra, el límite de la resolución lo ﬁja
el radio de contacto, y normalmente en modo contacto éste es de varios nanóme-
tros. Existen algunas discrepancias experimentales sobre si el modo contacto puede
proporcionar resolución atómica real. Se han obtenido imágenes de la periodicidad
de la red sobre materiales como graﬁto y nitruro de boro, pero no se han observado
defectos individuales. El hecho de que estas imágenes persistan con altas fuerzas
de contacto (100 nN) donde el radio de contacto es grande (100Å) y el número
de átomos involucrado también, indica que existe deformación en ambas superﬁcies
[21]. Los cálculos teóricos de Pérez y colaboradores [14] evidencian la imposibilidad
de ver la superﬁcie con resolución atómica real, debido a que la alta fuerza puede
degradar la punta y aplanarla. La resolución de red podría ser entonces atribuida
a interacciones debidas a la fuerza de fricción promediada sobre un gran área de
contacto. Como excepción a la regla, existen dos trabajos con resolución atómica
real. Schimmel y colaboradores obtuevieron imágenes con resolución atómica real
en aire [22] utilizando micropalancas de nitruro de silicio de k = 0.37 N/m y fuerzas
aplicadas del orden de 1 nN sobre una muestra de 2H-NbSe2(0001) (véase ﬁgura
1.1a), si bien estos resultados no han sido reproducidos con facilidad. Onhesorge y
Binnig también obtuvieron imágenes con verdadera resolución atómica en agua [23]
utilizando micropalancas de silicio de constante de fuerzas k = 0.2 N/m y radio
nominal 10 nm, y fuerzas aplicadas de entre 10 y 60 pN. Por otro lado, el grupo de
Andreas Engel en la universidad de Basilea es ampliamente conocido por sus imáge-
nes de resolución sub-nanométrica sobre biomoléculas (véase ﬁgura 1.1c), que sólo
son posibles de obtener incrementando la relación señal/ruido a base de promediar
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Figura 1.1: Microscopía de fuerzas en modo contacto. (a) Imagen de topografía sobre
una muestra de 2H-NbSe2(0001) tal y como aparece en [22], (b) imagen de topografía
sobre una muestra de calcita con resolución atómica en líquidos tal y como aparecen
en [23] y (c) imágenes de topografía sobre una muestra de membrana púrpura tal y
como aparece en [24].
varias imágenes tomadas sobre la misma área a través de un post-procesamiento de
las imágenes.
1.3.2. Modos dinámicos
AM-AFM: Microscopía de fuerzas modulada en amplitud
En la microscopía de fuerzas en modulación de amplitud (Amplitude Modula-
tion Atomic Force Microscopy - AM-AFM), la micropalanca siempre se excita a una
frecuencia ﬁja. Esta frecuencia suele coincidir con la de resonancia para así operar
en el rango de valores que más varía con la fuerza de interacción. En AM-AFM la
micropalanca responde a esta señal de excitación oscilando a la misma frecuencia.
Esta oscilación está caracterizada por una amplitud y un desfase respecto a la señal
de excitación. Cuando la micropalanca está lo suﬁcientemente lejos de la muestra
como para que la fuerza de interacción sea nula, la amplitud en resonancia es igual a
la amplitud libre A0 y el desfase en resonancia de la oscilación con respecto a la señal
de excitación es de 90o (véase la ﬁgura 1.2a). Para estar en disposición de comenzar
la toma de imágenes, se ha de acercar la micropalanca a la muestra de tal forma
que ésta oscile a una determinada distancia punta-muestra zc donde su amplitud se
ha reducido a una determinada amplitud de trabajo Asp. Cuando la micropalanca
comienza a escanear y atraviesa una zona donde existe una diferencia en altura,
o una diferencia en las propiedades físicas que la describen, cambia su oscilación,
de tal forma que su amplitud disminuye (A′) y su fase cambia (φ′). El escáner en
z desplazará verticalmente la muestra para variar zc de tal forma que la amplitud
se mantenga igual a la amplitud de trabajo. Se obtendrá entonces una imagen de
topografía a partir del registro del movimiento del escáner, e imágenes simultáneas
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en el canal auxiliar de fase φ. La respuesta de la micropalanca a un cambio en la
fuerza de interacción no es instantánea. Consta de un transitorio que depende de ω
y Q y de una señal estacionaria [25]. Debido a la dependencia del transitorio en Q
(τ = 2Q
ω0
), históricamente, se ha utilizado la técnica AM-AFM únicamente en aire y
líquidos, ya que en ultra-alto vacío el transitorio es demasiado largo y el método no
resulta práctico.
La electrónica que hace posible AM-AFM consta de lo que se denominan lock-
in ampliﬁers. Un lock-in ampliﬁer es básicamente un dispositivo electrónico que
compara la señal a procesar con una señal de referencia para obtener la amplitud y
la fase de la señal procesada.
La técnica AM-AFM no produce imágenes regulares de resolución atómica.
Existen dudas acerca de si esto es inherente al modo de operación, como lo era
en contacto. Sin embargo, existen trabajos que avalan la validez de la técnica para
obtener imágenes de alta resolución. Magonov obtuvo resolución molecular creciendo
sobre las puntas de la micropalanca picos aﬁlados de carbono, de tal forma que sus
radios fueran de alrededor de 1 nm [15]. En la ﬁgura 1.2b se muestra una imagen de
un cristal de polidiacetileno (un polímero conductor) en aire utilizando AM-AFM
con una micropalanca de 5 N/m, una amplitud libre de 4 nm y una amplitud de
trabajo alta. La resolución lateral es de 0.36 nm, y se pueden observar defectos
moleculares en el plano.
Recientemente, Stellacci y colaboradores obtuvieron imágenes con resolución
atómica sobre varios sustratos en líquidos [17]. Eligiendo un rango de amplitudes
libres y de trabajo tales que la punta no oscilara en un régimen de contacto intermi-
tente con el sólido (y en lugar de ello interactuara con el líquido interfacial existente
entre la punta y la muestra), fueron capaces de obtener, por ejemplo, imágenes con
resolución atómica de la mica (véase ﬁgura 1.2c) con puntas cuyo radio nominal es
de 15 nm. La obtención de imágenes con resolución atómica con este tipo de puntas
ha de ser debida a microasperidades de la punta, por lo que esta resolución sería
muy dependiente del sentido de barrido.
FM-AFM: Microscopía de fuerzas modulada en frecuencia
En la microscopía de fuerzas en modulación de frecuencia (Frequency Modu-
lation Atomic Force Microscopy - FM-AFM), la micropalanca siempre se excita en
resonancia. La oscilación de una micropalanca autorealimentada está caracterizada
por una amplitud y una frecuencia determinadas. Cuando la micropalanca está lo
suﬁcientemente lejos de la muestra como para que la fuerza de interacción sea nula,
la amplitud es igual a la amplitud libre A0 y la frecuencia es su frecuencia de reso-
nancia. Cuando la micropalanca se aproxima a la muestra, la fuerza de interacción
cambia la frecuencia de resonancia de la micropalanca y hace disminuir la amplitud.
Si se desfasa la respuesta de la micropalanca 90o y se utiliza ésta señal como señal
de excitación, la micropalanca responderá de nuevo en resonancia [26]. Existen dos
modos de operación. En el primero se mantiene la fuerza de excitación constante,
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Figura 1.2: Microscopía de fuerzas en modulación en amplitud. (a) Curva de resonan-
cia de una micropalanca, al desplazarse por la aparición de una fuerza: la amplitud
y la fase cambian. (b) Imagen de topografía sobre una muestra de un cristal de poli-
diacetileno con resolución molecular en aire tal y como aparece en [15] y (c) imagen
de topografía sobre una muestra de mica muscovita tal y como aparece en [17].
y en el segundo se mantiene la amplitud constante. Para operar en éste último es
necesario también incluir una ganancia que contrarreste la pérdida en amplitud cau-
sada por la fuerza de interacción. Se ﬁjará entonces un determinado cambio en la
frecuencia de resonancia ∆f0 de trabajo (véase ﬁgura 1.3a). Cuando la micropalanca
comienza a escanear y atraviesa una zona donde existe una diferencia en altura, o
una diferencia en las propiedades físicas que la describen, cambia su frecuencia de
resonancia y el escáner en z desplazará verticalmente la muestra para variar zc de tal
forma que este cambio ∆f0 sea igual al ∆f0 de trabajo. Se obtendrá entonces una
imagen de topografía a partir del registro del movimiento del escáner, e imágenes
en el canal auxiliar de disipación (la fuerza dada a la micropalanca para mantener
su amplitud igual a la de trabajo). El transitorio en este caso (τ = 1
ω0
) no depen-
de del factor de calidad Q. Por esta razón, FM-AFM ha sido usado históricamente
en UHV, donde la dependencia en Q del transitorio del AM-AFM hacía imposible
utilizar AM-AFM. La electrónica que hace posible este modo consta de PLL (phase
lock loop). Un PLL es básicamente un dispositivo electrónico que compara la fase
de la señal de entrada con la fase de la señal de referencia y ajusta la frecuencia
para mantener esas fases iguales. La magnitud utilizada en la realimentación en FM-
AFM (la frecuencia de resonancia) es más sensible que la utilizada en AM-AFM (la
amplitud) [27]. Esto provoca que AM-AFM no pueda ser operado bajo fuerzas de
interacción tan pequeñas como las que FM-AFM permite [27, 28]. Por otra parte,
la técnica FM-AFM produce imágenes regulares de resolución atómica. Existen du-
das acerca de si esto es debido al modo de operación, como lo era en contacto, a
la ley de fuerzas o a la diferencia de las micropalancas utilizadas en ambos modos.
En UHV se obtuvieron imágenes con resolución atómica de la reconstrucción 7x7
del Si(111) utilizando amplitudes grandes [29] y amplitudes pequeñas A0 = 1.2 nm
[30, 31]. En líquidos, las fuerzas atractivas de larga distancia están apantalladas por
las moléculas polares del disolvente. Esto signiﬁca un aumento de la posibilidad de
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Figura 1.3: (a) Efecto en la curva de resonancia al desplazarse ésta por la aparición
de una fuerza: la frecuencia de resonancia cambia. Imágenes de topografía sobre una
muestra de Si(111) (reconstrucción 7x7) con resolución atómica en UHV tal y como
aparecen en (b) [29], (c) [30] y (d) [31]. (e) Imágenes de topografía sobre monocapas
autoensambladas de alcanotioles sobre oro (111) en aire tal y como aparece en [33]
y (f) imágenes de topografía sobre una muestra de mica muscovita en líquidos tal y
como aparece en [32].
obtener resolución atómica sin tener que disminuir la amplitud libre. Sin embargo,
la baja Q incrementa el ruido en la frecuencia y da lugar a una baja sensibilidad.
Sin embargo, mejoras en el aparato experimental que lo hicieron más robusto y ma-
ximizaron la relación señal/ruido permitieron en el 2005 que el grupo de Yamada
obtuviera imágenes con resolución atómica real en líquidos [32]. Este aparato per-
mitiría tomar también imágenes con resolución molecular en aire [33] y líquidos [34].
Otros grupos han mejorado también el montaje experimental obteniendo imágenes
de alta resolución líquidos [35, 28].
1.3.3. Reto cientíﬁco
El amplio interés que el microscopio de fuerzas atómico suscita tiene dos razo-
nes bien diferenciadas. Por una parte, su aplicación en el campo de la física aplicada.
Campos tan diferentes como la biología [36, 37, 38], la medicina [39, 40], la nano-
tribología [41, 42, 43] y la ciencia de materiales [44, 45, 46] toman ventajas de esta
forma de microscopía.
Por otra parte, el AFM proporciona un medio de comprobación experimental
de la validez de expresiones teóricas. Las micropalancas presentes en el microscopio
presentan un óptimo medio para analizar la dinámica de osciladores no lineales, y
como tales, en su oscilación se pueden observar fenómenos de caos, bifurcaciones...
[47, 48, 49]. Por otra parte, la microscopía de fuerzas permite analizar las fuerzas a
10 Introducción
escala nanómetrica, donde las propiedades de los materiales pueden cambiar osten-
siblemente [17, 19]. De esta forma el AFM es una herramienta óptima para estudiar
los modelos teóricos de las fuerzas de superﬁcie.
Bajo mi punto de vista existen varios retos importantes que la microscopía de
fuerzas atómica afronta en el futuro próximo:
• La combinación de imágenes tomadas a pequeñas fuerzas y con alta resolu-
ción lateral. Para ello es necesario mejorar la relación señal/ruido. Ésta puede
ser mejorado disminuyendo el ruido electrónico o incrementando la señal. El
primer camino ha sido ya implementado por diversos grupos con resultados
óptimos [8, 18, 32]. El segundo consiste en aumentar la señal mediante la bús-
queda de canales auxiliares de una sensibilidad mayor. Éste es el camino que
se tomará a lo largo de esta tesis, y que en la actualidad también han seguido
otros grupos [50, 51, 52, 53].
• La interpretación cuantitativa de los resultados. Para ello es necesario, por
una parte, realizar desarrollos teóricos que relacionen la fuerza de interacción
con los parámetros de la oscilación medidos en la imagen. Por otra parte, es
también necesario realizar un trabajo riguroso de calibración de los parámetros,
especialmente en líquidos.
1.4. Modo de operación de un AFM
En la ﬁgura 1.4 se muestran detalles de un AFM fabricado por Asylum Re-
search donde se señalan los elementos que comúnmente lo constituyen:
• El cuerpo principal del microscopio se compone de dos partes; la parte infe-
rior incluye el escáner sobre el que se coloca la muestra a medir. El escáner
está formado por piezoeléctricos en las direcciones correspondientes al plano
horizonal xy y en el plano vertical z. Estos piezoeléctricos se expanden o con-
traen cuando se aplica un voltaje entre sus extremos y facilitan la realización
de movimientos precisos muy pequeños; existen escáneres cuyo rango total de
medida es de sólo 4 µm. La parte superior contiene lo que se denomina cabe-
za del microscopio. Es una de sus partes más importantes y costosas, donde
se genera el haz láser y donde se encuentra el fotodiodo que se utiliza como
sistema de detección. También es donde se acopla el portamicropalancas en el
que se incluye el piezoeléctrico que sirva para hacer oscilar la micropalanca.
En algunos casos, el escáner puede ir incluido en la parte superior del cuer-
po principal, de tal forma que lo que se mueve al realizar el barrido no es la
muestra a escanear sino la micropalanca.
• El controlador es el elemento que contiene a la electrónica del microscopio,
responsable del procesamiento de la señal recibida desde el fotodiodo y de la
realimentación del sistema.
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Figura 1.4: Fotografías de un AFM fabricado por Asylum Research. El cuerpo prin-
cipal del microscopio incluye el escáner sobre el que se coloca la muestra y la cabeza
en la que se encuentra el sistema de detección y donde se coloca el portamicropalan-
cas. El cuerpo principal está conectado al controlador que contiene la electrónica del
sistema y al ordenador donde se visualiza la imagen en tiempo real y se modiﬁcan
los parámetros.
• El ordenador procesa las señales recibidas desde el controlador a través de un
programa de interfaz visual, de tal forma que se pueden controlar los paráme-
tros relacionados con la adquisición de la imagen y observar las imágenes en
tiempo real.
A continuación se presenta un resúmen de los pasos que se han de seguir
para obtener una imagen a través de un AFM en modulación de amplitud. El uso
de un AFM no es ni inmediato ni particularmente sencillo debido al gran número
de parámetros que se pueden varíar. El usuario ha de estar familiarizado con el
instrumento para sacarle el mayor rendimiento posible.
1.4.1. Preparación de las muestras
El primer paso para llevar a cabo la adquisición de imágenes de una muestra
consiste en preparar la muestra que se va a medir. Para ello se coloca la muestra
deseada sobre un portamuestras en general metálico que se une mediante un imán
al escáner piezoeléctrico del microscopio. La muestra se pega al portamuestras con
celo de doble cara, pintura de plata o pegamento si se preﬁere una mayor ﬁjación.
La preparación correcta de las muestras es un paso esencial para la obtención de
imágenes con resolución molecular. En el caso de muestras no biológicas, es funda-
mental la limpieza previa del sustrato. En el caso de muestras biológicas es necesario
la preparación fresca de la muestra (para lo que se ha de realizar la deposición de
las biomoléculas justo antes de comenzar a tomar las imágenes). Para facilitar la de-
posición de las biomoléculas, el sustrato ha de ser plano (el uso de mica muscovita,
HOPG, Au(111) está muy extendido) y estar limpio. Además, para obtener imágenes
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Figura 1.5: (a) Micropalancas triangulares y rectangular en el chip (b) Micropalanca
rectangular de silicio con punta de silicio y (c) punta vista lateral y frontalmente.
de alta resolución es imprescindible una buena inmovilización de las biomoléculas
sobre el sustrato.
1.4.2. Colocación de la punta, alineación del láser
Las micropalancas está colocadas sobre un chip para facilitar su manejo (véase
ﬁgura 1.5a). En general, las utilizadas en aire son de silicio con punta de silicio por su
alta constante de fuerzas k y las utilizadas en agua, más blandas, son generalmente
de nitruro de silicio.
Tras colocar el chip en el portamicropalancas e insertarlo en la parte superior
del microscopio, se procede a alinear el láser. La posición del láser sobre la micro-
palanca ha de ser tal que la señal reﬂejada sea optimizada, de tal forma que esto
maximice la relación señal/ruido. Tras la alineación, se procederá a realizar un ba-
rrido en frecuencias para obtener la curva de resonancia de la micropalanca. Esta
curva proporciona un valor para la frecuencia de resonancia y otro para el factor
de calidad de la micropalanca. La micropalanca se excitará entonces en resonancia
para maximizar su respuesta y optimizar su sensibilidad. Si el factor del calidad del
pico de resonancia no es bueno, esto puede ser un indicativo de una mala ﬁjación
del chip o de una contaminación de la punta. Si se observa que el pico puede ser
mejorado, se volverá a colocar el chip en el microscopio de tal forma que la ﬁjación
sea mejor o se limpiará la punta. Una vez obtenido un pico óptimo, se ﬁjará una
amplitud de trabajo y se acercará la punta a la muestra de forma manual utilizando
los motores del microscopio. Cuando la micropalanca esté tan cerca de la muestra
que usar los motores de forma manual no asegure la supervivencia de la misma,
utilizaremos el enganche automático del microscopio. Éste consiste en disminuir la
distancia punta-muestra a intervalos de 20 − 30 µm utilizando los motores paso a
paso. Antes de pasar al paso posterior, se aplica voltaje al piezoeléctrico en z de for-
ma que éste se estira o se contrae (el rango máximo es de 3− 7 µm) y se comprueba
que en ese rango la amplitud no ha disminuido con respecto al valor de la amplitud
libre. Si esto no ha ocurrido, se continúa disminuyendo la distancia punta-muestra
sucesivamente hasta que se detecta una disminución en el valor de la amplitud.
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1.4.3. Adquisición de imágenes
Una vez la punta ha reducido su amplitud a la amplitud de trabajo (común-
mente conocido como que la punta ha enganchado) se puede comenzar a tomar
imágenes sobre los canales sobre los que se desea obtener información. La electró-
nica del microscopio consta de lock-in ampliﬁers que permiten extraer la amplitud
y desfase de una señal con respecto a una segunda señal de referencia introducida.
El caso más común es aquél en el que la señal de referencia introducida es la mis-
ma que la que excita la micropalanca, proporcionando los valores de A y φ de la
oscilación. En el caso de tener lock-ins adicionales, es posible calcular la respuesta
de la micropalanca a frecuencias distintas de la frecuencia de oscilación y obtener
así imágenes en canales adicionales. Además, también es posible variar el ancho de
banda del lock-in correspondiente para así ﬁltrar más o menos ruido.
A continuación se elige el rango de barrido de la imagen, el número de píxeles
de ésta y la frecuencia de barrido. Estos parámetros dependerán de la muestra
a observar. Si se quiere medir con resolución atómica el rango de barrido ha de
ser pequeño (4-10 nm). Si se quieren medir estructuras grandes, como por ejemplo
células, el rango de barrido ha de ser del orden de µm. El número de píxeles ha de ser
optimizado para así optimizar la resolución (nm/pixeles). La frecuencia de barrido
de un microscopio comercial puede variar entre 0.5 − 4 Hz por línea y depende de
las micropalancas y de la electrónica del microscopio utilizadas. La frecuencia ha
de ser incrementada en el caso de medir sobre muestras frágiles (para minimizar la
fuerza), de intentar minimizar el ruido térmico (para optimizar la resolución) o de
estar interesados en barridos sobre áreas pequeñas.
Se eligen también las ganancias integral y proporcional del controlador Pro-
porcional Integral (PI). En cada píxel, el controlador calcula un error dado por la
resta entre la amplitud medida en dicho píxel y la amplitud de trabajo. La ganan-
cia proporcional del PI es proporcional a esta señal error, mientras que la ganancia
integral depende del error acumulado. Ajustando estas dos variables el controlador
ordena al piezoeléctrico del escáner desplazarse una determinada cantidad en el eje
z que haga cero la señal error, manteniendo así la amplitud igual a la amplitud de
trabajo. Es necesario calcular los valores de las ganancias diferencial e integral a
través del método de prueba y error, especialmente si las muestras a medir varían
mucho en topografía. Si la muestra es plana, la ganancia proporcional no inﬂuye
demasiado. Un valor excesivamente alto de las ganancias pueden llevar a oscilacio-
nes en el piezoeléctrico que provocan ruido electrónico observable en la imagen. Un
valor demasiado bajo haría sin embargo que la punta no siguiera bien la topografía
de la muestra, suavizando los bordes. El piezo en z es el responsable de la señal
de topografía. A través de la variación de su posición para mantener la amplitud
constante es posible obtener un mapa topográﬁco de la muestra. Para escanear la
muestra, la electrónica del microscopio manda señales de voltaje a una frecuencia
rápida (eje x) y otra lenta (eje y) al piezoeléctrico en x e y del escáner sobre el que la
muestra está apoyada generando así un movimiento rectangular de las dimensiones
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deseadas.
1.4.4. Calibración de los parámetros
Para utiizar correctamente un AFM es necesario calibrar diversos parámetros.
Sensibilidad de los piezoeléctricos
La sensibilidad de los piezoeléctricos que constituyen el escáner viene dada
por lo que el material se expande o contrae por cada voltio aplicado y depende del
escáner utilizado. Ha de ser calibrada de forma regular (entre 3 y 6 meses). Para
su calibración se utilizan muestras de una periodicidad conocida, tanto en el plano
horizontal, como en la dirección vertical.
Sensibilidad del fotodiodo
Su calibración es necesaria para transformar los mV en que se mide la am-
plitud que llega al fotodiodo en los nm reales que oscila la punta de la micropa-
lanca. Para ello, el método más comúnmente utilizado es el de tomar una curva de
deﬂexión-desplazamiento del piezo en modo contacto. Si se supone que la muestra es
lo suﬁcientemente dura para que no sea deformada por la micropalanca, cada nm de
desplazamiento del piezo en z corresponde a un cambio de 1 nm en la deﬂexión de la
micropalanca. Calculando la inversa de la pendiente de esta curva se puede obtener
la inversa de la sensibilidad del fotodiodo InvOLS (inverse optical lever sensitivity)
en nm/V . Utilizando aproximaciones teóricas es posible obtener la sensibilidad del
fotodiodo también a partir de curvas de fuerza en el modo dinámico [54].
El problema de utilizar este método de calibración es que al hacer la curva de
fuerza es muy probable que la punta sea dañada. Por esta razón si lo que se quiere es
tener un valor orientativo para la adquisición de imágenes, hacemos un experimento
con una micropalanca de ese tipo, y utilizamos en experimentos sucesivos el mismo
valor para las demás micropalancas de ese tipo. Sin embargo, si estamos interesados
en medidas cuantitativas, es indispensable llevar a cabo la calibración cuando se
ha terminado de tomar imágenes. Este método de calibración es el más extendido,
pero existen otro métodos de calibración no invasivo que en algunos casos podría
ser utilizado [55, 56].
Constante de fuerzas
La constante de fuerzas de una barra delgada viene dada por [57]:
k =
3Ebh3
4L3
(1.1)
donde E es el módulo de Young del material del que está hecha la micropalanca,
y b, h y L la anchura, grosor y longitud de la misma. Si bien el valor de E no cambia
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apreciablemente de una micropalanca a otra, y el valor de b y L se pueden medir
fácilmente con un microscopio óptico, los valores de h tienen un error alto debido a
las condiciones de fabricación. Ésta es la razón de que la k se pueda desviar bastante
del valor nominal proporcionado por el fabricante. Por ello es necesario calibrar la
constante de fuerzas en cada experimento. Para ello los dos métodos más extendidos
son [58, 59]:
• El método de Sader [60]. Consiste en calcular k a partir de la aplicación de la
expresión:
k =
pi
16
ρb2LωΓ′′(ω) (1.2)
donde Γ′′(ω) es la parte imaginaria de la función hidrodinámica en aire (que
veremos con más detalle en el capítulo 2) De esta forma, ajustando la curva
de resonancia de la micropalanca en aire a una lorentziana y obteniendo ω0 y
Q , y miendo la anchura b y longitud L de la micropalanca con un microscopio
óptico se puede estimar la k de la micropalanca. Este método es muy sencillo
de utilizar desde el punto de vista experimental, pero únicamente es válido
para micropalancas rectangulares.
• El método del ruido térmico [61] es válido para todo tipo de micropalancas.
Se basa en el teorema de equipartición, del que se deduce que el valor medio
de cada grado de libertad de la energía ha de ser igual a la energía térmica
kBT/2, de tal forma que se puede obtener una relación para k que depende de
la constante de Boltzmann kB, la temperatura absoluta T y el desplazamiento
medio debido al ruido térmico < x >2:
k =
kBT
< x >2
(1.3)
Para ello es necesario hallar < x >2 en nm a través del espectro de ruido
térmico de la micropalanca (en mV ) y de la sensibilidad del fotodiodo (que
permite transformar losmV a nm). El uso de este método es limitado debido a
que depende de la posibilidad de la medición del espectro de ruido térmico. Por
ejemplo, una micropalanca de k ≈ 40 N/m en aire oscilará muy poco debido
al ruido térmico, de tal forma que si no se ha minimizado el ruido electrónico
esta oscilación no será detectable y el método no podrá ser aplicado.
1.4.5. Procesamiento de las imágenes
El post-procesamiento de las imágenes obtenidas es esencial para su estudio e
interpretación. Los programas de post-procesamiento permiten realizar multitud de
tareas, pero es preciso preservar siempre las imágenes sin procesar y mantener un
consistente registro de las operaciones realizadas. Es importante no ﬁltrar la imagen
demasiado, puesto que esto puede introducir efectos artiﬁciales. Entre los operadores
más utilizados que se pueden aplicar se encuentran:
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• Nivelación de la imagen. La mayoría de imágenes de AFM requieren una ni-
velación, debido a diversos factores (posible inclinación de la muestra, efectos
debidos al escáner, deriva térmica...). Para ello se puede, bien sustraer un
plano a la imagen total, o bien nivelar la imagen línea a línea. Cuando existen
elementos de una altura signiﬁcativa, éstos no se han de tener en cuenta para
el cálculo de la nivelación.
• Combinación de imágenes. Cuando se tienen dos imágenes correspondientes
a dos canales diferentes es muy ilustrativo combinarlas de tal forma que sea
posible ver la información total en una misma imagen. Lo más común es in-
cluir la información de la primera imagen en una imagen tridimensional y la
información adicional como un mapa de colores superpuesto sobre la imagen
tridimensional [62].
• Filtrar la imagen. Se ﬁltran las imágenes para así eliminar ruido a la frecuencia
deseada. Uno de los ﬁltros más comunes para el análisis de imágenes con
resolución atómica consiste en realizar una transformada de Fourier, ﬁltrar el
rango de frecuencias deseado, y realizar la transformada inversa de tal forma
que se reconstruye la imagen ya ﬁltrada. También es común la interpolación
del valor de la imagen en un píxel basado en el valor medio de ésta en los
píxeles contiguos
• Análisis de la imagen. Facilita, entre otras cosas, la extracción de perﬁles a lo
largo de la línea deseada, el cálculo de la media de estos perﬁles a lo largo del
rango de líneas deseadas y el análisis estadístico de una superﬁcie en cuanto a
parámetros relacionados con su rugosidad.
1.5. Trabajos destacados
En esta sección se presentan los trabajos más signiﬁcativos que, desde mi punto
de vista, la microscopía de fuerzas ha hecho posible y que marcarán el camino futuro
de la investigación.
1.5.1. Microscopía de fuerzas a velocidad de vídeo
Desde el año 1991 hubo intentos de incrementar la velocidad en la adquisición
de imágenes mediante AFM [63]. Esto tiene particular importancia en biología,
donde la adquisición de imágenes a velocidad de video permitiría observar procesos
biológicos en tiempo real. La velocidad de un AFM está limitada principalmente por
la velocidad a la que la realimentación puede operar de forma que la topografía se siga
de forma precisa y no se apliquen fuerzas altas sobre la muestra. Para incrementarla,
todos los elementos presentes en el bucle de realimentación han de ser optimizados.
Por ejemplo, para reducir el tiempo entre píxel y píxel es necesaria la utilización de
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micropalancas con frecuencia de resonancia altas (f0 ≈ 2.5 MHz). Para combinar
una frecuencia de resonancia alta con una constante de fuerzas baja (k ≈ 0.2 N/m)
que minimice la fuerza aplicada, es necesario utilizar micropalancas muy pequeñas
(140 nm de espesor, 2 µm anchura, y 10 µm de longitud). El mayor problema del
uso de micropalancas pequeñas es el tamaño del haz láser que se reﬂeja sobre ellas,
que ha de ser minimizado para poder incidir dentro de su superﬁcie. En los últimos
años existen microscopios comerciales que han optimizado la óptica del microscopio y
reducido el tamaño del haz láser para hacerlo compatible con el uso de micropalancas
pequeñas. Entre los años 2001-2010, el grupo de Toshio Ando ha optimizado uno
a uno éste y el resto de los elementos relacionados con el bucle de realimentación
(escáner utilizado, velocidad de la electrónica...) [64, 65, 66, 67]. El AFM del grupo
de Toshio Ando tiene hoy en día capacidad de capturar imágenes a 30-60 ms/marco
al escanear un rectángulo de 250 nm y con una operación de la realimentación
suﬁcientemente rápida que permite tomar imágenes de las proteínas sin dañarlas.
Es importante comparar estos valores con los característicos de un AFM comercial.
En este caso, la frecuencia máxima de adquisición de una imagen en el mismo área
es de 4 Hz por línea , lo que se traduce en que una imagen de 256 líneas se tardaría
en tomar aproximadamente 32 s. A continuación se presentan dos experimentos
realizados utilizando la técnica de microscopía de fuerzas a velocidad de vídeo.
Visualización de cambios estructurales en la bacteriorhodopsina en res-
puesta a cambios en la iluminación
La bacteriorhodopsina (bR) es una proteína de mebrana que se encuentra en
la bacteria Halobacterium salinarum y cuya función es actuar como una bomba de
protones dirigida por luz. Estas proteínas se autoensamblan formando membranas
bidimensionales conocidas como membrana púrpura por el color violeta de la proteí-
na. Cuando absorbe luz, la bacteriorhodopsina cambia su conformación y se activa
su función como bomba de protones. La luz que induce el cambio estructural puede
ser utilizada para crear los interruptores moleculares que habrán de sustituir a los
interruptores electrónicos presentes en las puertas de los transistores. Estos interrup-
tores moleculares prometen una reducción del tamaño y una mejora en la rapidez.
Con la microscopía de fuerzas de alta velocidad es posible observar los cambios con-
formacionales de la bacteriorhodopsina provocados por iluminaciones de diferentes
longitudes de onda (véase ﬁgura 1.6a). La velocidad de éstos están dentro del tiempo
de resolución del estudio (1marco/s) [18]. En la ﬁgura 1.6b se observan fotogramas
del video correspondiente a estos experimentos. En la primera imagen la red de pro-
teinas está en su posición estable. Luego es iluminada con luz verde (λ = 532 nm)
y se observa el cambio que se produce en su conformación, cambio que es reversible
cuando se vuelve a iluminar la proteína con luz azul (λ = 408 nm).
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Figura 1.6: (a) Desplazamiento del centro de masa de la proteína bR cuando se aplica
luz verde y azul y (b) secuencia de imágenes correspondientes a la fotoactivación de
la bacteriorhodopsina tal y como aparece en [18] (c) Esquema del motor molecular
miosina V y (d) secuencia de imágenes correspondientes a su movimiento sobre el
ﬁlamento de actina tal y como aparece en [68].
Visualización del movimiento de la miosina sobre ﬁlamentos de actina
La miosina es un motor molecular responsable de la contracción de los múscu-
los. Su movimiento a lo largo de ﬁlamentos de actina causan un movimiento de las
células parecido al de una oruga. La suma del efecto de muchas miosinas empujando
resulta en la contracción de los músculos. Esta interacción ya había sido modelada
mediante hipótesis e imágenes estáticas. Por primera vez, la microscopía de fueras
a velocidad de video hizo posible corroborar estos modelos y revelar detalles adi-
cionales del comportamiento de estas proteínas [68]. En la ﬁgura 1.6c se observan
algunos de los fotogramas pertenecientes al video que registra el movimiento de la
miosina a lo largo del ﬁlamento de actina. Los colores presentes en los fotogramas
representan conformaciones diferentes que la miosina toma para moverse a lo largo
de los ﬁlamentos.
1.5.2. Primera imagen de los átomos de una molécula
Recientemente, Leo Gross y colaboradores del centro de IBM en Zúrich [69]
lograron visualizar la estructura química de la molécula de pentaceno. El pentaceno
es una molécula orgánica cuya longitud es aproximadamente 1.4 nm y está formada
por 22 átomos de carbono y 14 de hidrógeno. El espaciamiento entre los átomos de
carbono es de tan sólo 0.4 nm. La molécula fue observada con una resolución no
vista hasta la fecha utilizando FM-AFM en ultra-alto vacío y bajas temperaturas.
La visualización fue posible gracias a la funcionalización del extremo de la punta con
moléculas de CO y a la ausencia de realimentación en la imagen, que fue tomada a
una distancia punta-muestra zc constante. Lo asombroso de las imágenes de Gross
y colaboradores, que se presentan en la ﬁgura 1.7a, es su parecido con las imágenes
que hasta ahora sólo habían sido posible ver en libros de texto de química elemental.
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Figura 1.7: (a) Imagen de la molécula de pentaceno en el canal de ∆f tal y como
aparece en [69] y (b) Esquema de la molécula de pentaceno que muestra los anillos
de carbono rodeados de átomos de hidrógeno.
Figura 1.8: (a)-(b) proceso de la colocación de átomos de Xe utiizando STM tal
y como aparece en [70] (c)-(d) Proceso de la identiﬁcación y colocación de átomos
utilizando FM-AFM tal y como aparece en [71].
1.5.3. Manipulación de átomos sobre una superﬁcie no con-
ductora
En el año 1989, Don Eigler y colaboradores, también en IBM, fueron los pri-
meros de la historia en mover un átomo individual. En la ﬁgura 1.8a se muestra
cómo Eigler fue capaz de escribir las siglas de la empresa en la que trabajaba con
35 átomos de Xenon. Para ello utilizó un microscopio de efecto túnel. Este hito fue
un paso de gigante en el campo de la nanotecnología [70].
El microscopio de fuerzas, al igual que su predecesor el STM, tenía también
el reto último de manipular átomos sobre una superﬁcie. En el año 2007, cientíﬁcos
japoneses y españoles, mostraron la capacidad de su AFM para no sólo mover los
átomos a lo largo de superﬁcies no metálicas, sino también de identiﬁcarlos [71]. Y
en el año 2008, fueron estudiadas las fuerzas necesarias para mover un átomo a lo
largo de una superﬁcie [72].
1.5.4. Visualización de cambios estructurales en redes de pro-
teínas
El microscopio de fuerzas en modo contacto es una herramienta complementa-
ria a la cristalografía por rayos X y a la microscopía electrónica en la investigación
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de proteínas de membrana debido a que puede proporcionar información estructural
de la organización supramolecular de las membranas con resolución nanométrica.
Si se minimiza la fuerza aplicada en modo contacto ajustando la concentración
de electrolitos, el pH del buﬀer, y los parámtros de la oscilación, de tal forma que
no exista deformación, las imágenes de topografía de las proteínas pueden tener una
resolución lateral de 0.5 nm y vertical de 0.1 nm. Esta resolución sub-molecular es
necesaria para obtener información de la estructura, de los cambios conformaciona-
les y de la organización de las proteínas a nivel supramolecular. Así, la microscopía
de fuerzas en modo contacto en líquidos ha permitido observar detalles submolecu-
lares de proteinas medidas bajo condiciones ﬁsiológicas [24, 73, 74, 75] y los cambios
conformacionales de las proteínas inducidos por un cambio en sus propiedades ﬁsioló-
gicas [76, 76]. La alta relación señal/ruido que proporciona el AFM en modo contacto
es fundamental para mejorar la resolución. Además, esta relación señal/ruido suele
ser aumentada promediando localmente las imágenes obtenidas.
Bacteriorhodopsina
En particular, el grupo de Engel en Basilea ha aplicado la microscopía de fuer-
zas en modo contacto para registrar los cambios que tienen lugar en la topografía de
la superﬁcie citoplasmática de la membrana púrpura (bacteriorhodopsina) inducidos
por un cambio en la fuerza aplicada [77, 76]. Si la fuerza aplicada es del orden de 80
pN, las moléculas individuales de bR revelan una estructura en trímeros. Cuando
la fuerza aumenta hasta los 100-180 pN, estas estructuras se transforman de forma
reversible en estructuras que exhiben protusiones prominenetes (véase ﬁgura 1.9c).
La comparación entre las imágenes de AFM y la estructura conocida de la bacte-
riorhodopsina permite relacionar el cambio conformacional con el combado de uno
de los bucles de la proteína [77].
Acuaporina
Las acuaporinas son proteínas de membrana encargadas del transporte de agua
en las células. En particular, la porina OmpF es una proteína de membrana de la
bacteria Escherichia coli que consiste en 16 hélices β antiparalelas. Generalmente,
forman estructuras de trímeros cada uno de ellos conteniendo un poro por el que
pasan las moléculas de agua. Están conectados por lazos pequeños en la superﬁcie
periplasmática (véase modelo de la ﬁgura 1.10a) y por lazos largos en la superﬁcie
extracelular, los cuales forman un dominio que sobresale 1.3 nm por encima de la
bicapa (véase ﬁgura 1.10b). Las imágenes de AFM en modo contacto proveen la
resolución suﬁciente como para observar estas diferencias (véanse ﬁguras 1.10c-d).
El dominio que sobresale en la superﬁcie extracelular puede ser desplazado al centro,
lo que resulta en un cambio en la estructura (cuya altura pasa a ser de 0.6 nm y cuya
forma cambia) bajo determinadas condiciones: la aplicación de un potencial eléctrico
superior a 200 mV, la generación de un gradiente electrolítica de K+ superior a 0.3
M y pH ácido (≈ 3). En la ﬁgura 1.10e se observa mediante AFM en modo contacto
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Figura 1.9: (a) Promedio de correlación de una imagen de AFM de bR bajo una
fuerza aplicada de 100 pN. La imagen de AFM muestra la protusión que representa
el lazo EF. (b) Esquema de la proteína bR. (c) Análisis estadístico que revela los
cambios estructurales de la proteina producidos por un cambio en la fuerza. De
izquierda a derecha (arriba), las imágenes fueron tomadas bajo la aplicación de 80,
100 y 150 pN respectivamente, y muestran la desaparición del lazo EF y la aparición
de lazos de polipéptidos más cortos de la superﬁcie citoplasmática. Abajo, imágenes
de tres conformaciones de los trímeros adquiridos bajo la aplicación de 180 pN. Las
imágenes se muestran tal y como aparecen en [76].
el cambio conformacional correspondiente a un cambio del pH del buﬀer, y en la
ﬁgura 1.10f el correspondiente a un aumento en la concentración de electrolitos.
1.5.5. Adquisición simultánea de la ﬂexibilidad de proteínas
y de su topografía
La microscopía de fuerzas es una herramienta que no ha de limitarse a la ad-
quisición de imágenes, ya que tiene capacidad para aportar también información a
nivel cuantitativo de las propiedades de una muestra a escala nanométrica. Para ello
es necesario combinar la adquisición de imágenes de alta resolución con un método
que facilite una relación entre los canales experimentales y la fuerza de interacción.
En el año 2007, O.Sahin y colaboradores propusieron un método innovador para
llevar a cabo este reto [50]. A través de una modiﬁcación en la forma de la micro-
palanca que la hace asimétrica se pueden registrar cambios en la fuerza a través de
cambios en la torsión de la micropalanca. Esto proporciona una relación señal/ruido
alta que, unida al conocimiento de la función de transferencia torsional, permite la
reconstrucción del comportamiento temporal de la fuerza de interacción. Este mé-
todo ha permitido determinar con resolución molecular la ﬂexibilidad y el modulo
de Young efectivo de redes de bR sobre mica [78]. En la ﬁgura 1.11a-b se observa
una imagen experimental adquirida mediante esta técnica, y en la ﬁgura 1.11c-e se
muestra la reconstrucción de la ﬂexibilidad de la proteína de membrana, tanto sobre
la parte extracelular como sobre la citoplasmática.
Este método posibilita la adquisición de información cuantitativa de la muestra
de forma rápida (la misma que la velocidad de adquisición de la imagen) de tal
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Figura 1.10: Modelos atómicos de la (a) superﬁcie periplasmática y (b) superﬁcie
extracelular de la porina OmpF18. Imágenes de AFM que muestran (c) la superﬁcie
periplasmática y (d) la superﬁcie extracelular. (e) Cambio conformacional de la
superﬁcie extracelular dependiente del pH y (f) cambio conformacional inducido
por un gradiente en la concentración de electrolitos >300 mM tal y como aparecen
en [76].
forma que se pueden registrar cambios en las fuerzas de interacción que ocurren en
la escala de milisegundos. Además, la combinación de imágenes de alta resolución
y de la estimación de la ﬂexibilidad de las proteínas bajo condiciones ﬁsiológicas
proporcionan relaciones más precisas para determinar su función y estructura.
1.6. Enfoque del trabajo
Esta tesis se pretende enfocar a lo presentado en las dos últimas secciones. El
trabajo se orienta a la adquisición de imágenes de alta resolución en líquidos utili-
zando la microscopía de fuerzas y a la estimación cuantitativa de las constantes de
acoplo de la interacción a través de esas imágenes. Para mejorar la resolución de las
imágenes en líquidos se utilizará la microscopía de fuerzas bimodal. Además, para
mejorar la resolución en líquidos es indispensable un estudio teórico-experimental de
la dinámica de la micropalanca en un medio ﬂuido. Asimismo, la microscopía de fuer-
zas bimodal también proporcionará el marco teórico necesario para la cuantiﬁcación
de propiedades nanomecánicas.
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Figura 1.11: Imágenes simultáneas de (a) topografía, (b) fase y (c) ﬂexibilidad so-
bre membrana púrpura depositada en mica. Imagen de ﬂexibilidad con resolución
molecular sobre la parte (d) citoplasmática y (e) extracelular de la membrana tal y
como aparecen en [78].
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Capítulo 2
Dinámica de la micropalanca en
líquidos
2.1. Introducción: la ecuación de Navier-Stokes
El comportamiento dinámico de una micropalanca cambia cuando se introduce
en un líquido. Butt [79] fue el primero en estudiar el cambio en la frecuencia de
resonancia y en el factor de calidad que se produce cuando se hacen las medidas en
líquido. Hoy en día, debido al uso extendido de la microscopía de fuerzas en líquidos,
cualquier usuario está familiarizado con estos cambios.
El propósito de este capítulo es proporcionar al lector unas nociones básicas
de mecánica de ﬂuidos que faciliten la comprensión de las ecuaciones de movimiento
que rigen el comportamiento de la micropalanca en el ﬂuido. El medio ﬂuido se ca-
racteriza por una densidad ρ y una viscosidad η. En consecuencia, cualquier cambio
en las propiedades de la micropalanca dependerá tanto de las fuerzas inerciales como
de las viscosas. Es importante conocer en qué medida afectan las fuerzas inerciales
y viscosas a los dos parámetros interesantes para el estudio de la dinámica de la
micropalanca: el factor de calidad Q y la frecuencia de resonancia ω0.
La hipótesis fundamental en la que se basa la mecánica de ﬂuidos es la hipótesis
del medio continuo. Esto quiere decir que las funciones locales están bien deﬁnidas y
su valor corresponde al de las funciones a nivel macroscópico (temperatura, densidad,
presión). La hipótesis de continuidad considera.
1. Que el medio es un contínuo que llena el espacio.
2. Que los campos tienen valores perfectamente determinados en cada punto e
instante.
3. Que las magnitudes físicas vienen descritas por funciones continuas y deri-
vables en un entorno determinado por el recorrido libre medio λ (distancia
promedio que recorre una partícula del ﬂuido antes de interactuar con otra).
Si la longitud característica del sistema a estudiar es menor que el recorrido
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libre medio, debe utilizarse la mecánica estadística para predecir el comporta-
miento de la materia.
La ecuación de Navier-Stokes modela el comportamiento de un ﬂuido viscoso.
Viene dada por:
ρ
D~u
Dt
= −~∇p+ ~∇~T + ~fhydro (2.1)
donde ~u es la velocidad, p la presión, ~T el tensor de esfuerzo y ~fhydro la fuerza
hidrodinámica por unidad de volumen que actúa sobre el ﬂuido. La derivada material
D~u
Dt
de la velocidad se deﬁne como:
D~u
Dt
=
(
∂
∂t
+ ~u · ~∇
)
~u (2.2)
El primer término que aparece en la derivada material es la derivada local
y representa la variación en el tiempo que experimenta una partícula ﬁja en un
punto del espacio. El segundo es la derivada convectiva y representa la variación
que experimenta el campo asociada al cambio de posición de las partículas que se
mueven en él.
Para comprender la teoría necesaria para obtener las soluciones de la ecuación
de Navier-Stokes es necesario introducir algunos conceptos y deﬁniciones básicos de
dinámica de ﬂuidos.
2.1.1. Conceptos básicos de dinámica de ﬂuidos.
Números adimensionales y semejanza dinámica.
El análisis dimensional es la herramienta que más simpliﬁca la metodología
de la dinámica de ﬂuidos. Este método permite obtener información de un ﬂujo a
partir de experimentos a otra escala y es ampliamente utilizado en la construcción de
barcos y aviones. Sea un cuerpo de longitud L atravesando un ﬂuido de densidad ρ,
viscosidad η y velocidad U , entonces existe una magnitud que permanece inalterable
ρUL/η y deﬁne las condiciones físicas del experimento. Esto quiere decir que el uso
de otra escala L del objeto unido al correspondiente cambio en la densidad ρ o
viscosidad η del ﬂuido no alteran en ninguna forma el ﬂujo. De esta forma el ﬂujo
no es una función de ρ, U , η y L sino de ρUL/η. Esta magnitud es conocida como
número de Reynolds; es uno de los números adimensionales más importante en
dinámica de ﬂuidos porque nos da una estimación de la importancia de las fuerzas
inerciales
∣∣∣(~u · ~∇)~u∣∣∣ respecto a las viscosas ∣∣∣ν ~∇2~u∣∣∣ en la ecuación de Navier-Stokes:
O(Re) =
|F. inerciales|
|F. viscosas| =
∣∣∣(~u · ~∇)~u∣∣∣∣∣∣ν ~∇2~u∣∣∣ = O
(
U2/L
νU/L2
)
(2.3)
donde ν = η/ρ es la viscosidad cinématica del ﬂuido.
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Ecuación de continuidad
Las ecuaciones de Navier-Stokes se deducen a partir de la conservación del
momento. Para descibir el ﬂujo en su totalidad es necesaria información adicional
que puede venir dada por la conservación de la masa, de la energía o por la ecuación
de estado, además de considerar las condiciones de contorno adecuadas en cada
superﬁcie. La conservación de la masa viene dada por la ecuación de continuidad:
∂ρ
∂t
+ ~∇ · (ρ~u) = Dρ
Dt
+ ρ(~∇ · ~u) = 0 (2.4)
Clasiﬁcación cinemática de ﬂujos
• Flujo incompresible: si las partículas no cambian su volumen, o lo que es lo
mismo, si su densidad ρ es constante en un elemento de volumen que se mueve
con el ﬂuido (Dρ
Dt
= 0). Teniendo en cuenta la ecuación 2.4, implica aﬁrmar
que en un ﬂuido incompresible, la divergencia de su velocidad es cero:
~∇ · ~u = 0 (2.5)
Si u, v y w son los componentes de la velocidad en la dirección x, y y z
(~u = (u, v, w)) se tiene que, en coordenadas cartesianas:
∂u
∂x
+
∂v
∂y
+
∂w
∂z
= 0 (2.6)
• Flujo potencial: si existe una función φ que cumple v = ~∇φ. En coordenadas
esféricas:
u =
∂φ
∂x
; v =
∂φ
∂y
;w =
∂φ
∂z
(2.7)
• Flujo irrotacional: si el rotacional de la velocidad es cero:
~ω = ~∇⊗ ~u = 0 (2.8)
La vorticidad ~ω es una medida de la rotación local de los elementos del ﬂuido,
por lo que si el ﬂujo es irrotacional, la vorticidad es nula.
• Flujo plano: si la velocidad está en el plano perpendicular a una dirección dada
y es independiente de desplazamientos en esa dirección. En particular, si esta
dirección viene dada por el eje x esto implica:
u = 0; v = v(y, z);w = w(y, z) (2.9)
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Función de corriente y función potencial.
• Si el ﬂujo es incompresible (ecuación 2.6) y plano (ecuación 2.9) existe una
función de corriente ψ(y, z) que, en coordenadas cartesianas viene dada por:
v =
∂ψ
∂z
;w = −∂ψ
∂y
(2.10)
• Si el ﬂujo es además potencial, existe una función analítica compleja W (z) tal
que:
W (z) = φ+ iψ;
dW
dz
= u− iv (2.11)
Flujos ideales, viscosidad y condiciones de contorno.
Un ﬂujo ideal es aquel cuya viscosidad es cero. Las ecuaciones de Euler son
las que describen el movimiento de un ﬂuido compresible no viscoso cuando las
componentes disipativas son despreciables frente a las convectivas (Re >> 1):
ρ
D~u
Dt
= −~∇p (2.12)
El modelo no restringe los valores que toma la velocidad en la interfase sólido-
líquido. La discrepancia que aparece entre estos modelos y los aplicados a los ﬂuidos
viscosos (en la realidad, los ﬂuidos son viscosos) estriba en la diferencia en las condi-
ciones de frontera utilizadas en ambas soluciones. Stokes [80] postuló la condición de
no deslizamiento, que establece que en las paredes del sólido, el ﬂuido ha de tener la
misma velocidad que éste. Esta condición esta apoyada en numerosos experimentos
(Poiseuille en 1840 y Hagen en 1839 entre otros).
Capa límite y ﬂujo laminar.
La capa límite es la capa más cercana a la superﬁcie donde la velocidad del
ﬂuido va desde cero al valor que tiene lejos de la superﬁcie. Prandtl introdujo el
concepto de capa límite en 1904 para resolver la controversia mencionada en el
apartado anterior en relación a las condiciones de frontera. Postuló la existencia de
una capa delgada de ﬂuido junto a la superﬁcie, en la que la velocidad se incrementa
desde cero en el sólido a la velocidad del ﬂuido en el resto del espacio. En esta capa el
gradiente de velocidades es alto y los efectos de la viscosidad podrían ser importantes.
La relación entre fuerzas inerciales y viscosas en la capa límite es distinta a la
existente en el resto del ﬂuido a consecuencia de que el espesor típico de la capa
límite (∆) es de un orden de magnitud diferente que la distancia típica L sobre la
que varía el campo de velocidades en el resto del ﬂuido. Por esta razón, aunque las
fuerzas viscosas sean despreciables en el resto del ﬂuido (Re >> 1), no es así en la
capa límite, donde, a diferencia de lo encontrado en la ecuación 2.3, se tiene que:
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|F.inercia|
|F.viscosas| = O
(
U2/∆
νU/∆2
)
= O(Re−
1
2 ) (2.13)
Hay dos tipos de capa límite:
• Laminar: el número de Reynolds es pequeño.
• Turbulenta: cuando el número de Reynolds es grande. Las líneas de ﬂujo se
cruzan unas a otras.
Las capas límite turbulentas son más anchas y producen más fuerzas de fricción
que las laminares. Además, la capa límite permanece delgada y el coeﬁciente de
disipación pequeño si el objeto es aerodinámico. Sin embargo, si no lo es, el ﬂujo se
puede separar de la superﬁcie y provocar perturbaciones grandes en el ﬂuido. Cuando
Re < 1, no hay separación del ﬂujo; sin embargo, si Re es alto, la separación de ﬂujo
puede ser la causa más importante de la disipación viscosa. Por ello, algunas veces
puede ser útil transformar la capa límite de laminar a turbulenta de tal forma que
no se separe de la superﬁcie a pesar de que conlleve un aumento en las fuerzas de
fricción.
2.1.2. Fuerzas hidrodinámicas
Las fuerzas inerciales y viscosas que actúan sobre la micropalanca se pueden
hallar a través de la función presión hidrodinámica. La presión hidrodinámica Γ(ω)
[81] es una función de transferencia adimensional entre las fuerzas hidrodinámicas
Fhydro y la aceleración de la micropalanca.
Para hallar las fuerzas hidrodinámicas de un objeto oscilando es necesario ha-
llar esta función hidrodinámica dependiente de la frecuencia. El término que causa
más complicaciones para resolver la ecuación de Navier-Stokes es el de la derivada
convectiva no lineal. En algunos casos se puede asumir la hipótesis de ﬂujo incom-
presible, de forma que este término se simpliﬁca. Si además el ﬂujo es plano, existe
una función de corriente ψ como la deﬁnida en la ecuación (2.10) que cumple:(
∇2 − 1
ν
∂
∂t
)
∇2ψ = 0 (2.14)
En el caso particular en el que la velocidad del ﬂuido en el sólido sea U0eiωt
paralela a la dirección de oscilación, y que la sección sea uniforme, existe una función
presión Γ(ω) que determina la fuerza hidrodinámica:
Fhydro = −m′U0iω
(
1− 4k
′
1(
√
iβ)
k′1(
√
iβ) +
√
iβk′1(
√
iβ)
)
eiωt = −m′Γ(ω)U0iωeiωt (2.15)
siendo Γ(ω) = Γ′(ω) + iΓ′′(ω), k′1(
√
iβ) la función de Bessel de tercer tipo
[82], β = ωρR2/η está relacionado con el espesor de la capa límite y m′ la masa de
30 Dinámica de la micropalanca en líquidos
ﬂuido desplazada por el movimiento del cuerpo que oscila. La parte real de la fuerza
hidrodinámica es:
Fhydro = m
′U0ω(Γ′ sinωt− Γ′′ cosωt) (2.16)
Las fórmulas para una esfera y un cilindro oscilante son conocidas [81]:
Γ′esfera =
1
2
+
9
4
√
2
β
(2.17)
Γ′′esfera =
9
4
(√
2
β
+
2
β
)
(2.18)
Γ′cilindro = 1 + 2
√
2
β
(2.19)
Γ′′cilindro = 2
√
2
β
+
2
β
(2.20)
donde m′esfera =
4
3
piρR3 y m′cilindro = piρR
2L son las masas de ﬂuido desplazadas
por una esfera y un cilindro.
Fuerzas de rozamiento viscosas
El término de la ecuación que se opone al movimiento del cuerpo y que está en
fase con la velocidad es la fuerza disipativa correspondiente a las fuerzas viscosas.
Vienen dadas por la cantidad γ = m′ωΓ′′. Cuando un ﬂuido viscoso ﬂuye por una
superﬁcie existen efectos de viscosidad conﬁnados en la capa límite que dependen
de la viscosidad y velocidad del ﬂuido, así como de la longitud de la superﬁcie por
la que el ﬂuido ﬂuye.
Fuerzas inerciales
El término de la ecuación que está en fase con la aceleración es el correspon-
diente a las fuerzas inerciales. Son causadas por el ﬂuido que oscila al oscilar el
cuerpo. Vienen dadas por la cantidad m′Γ′ o masa virtual, que depende de la fre-
cuencia. El hecho de que las fuerzas inerciales dependan también de la viscosidad es
debido a que el ﬂuido sufre el efecto de las fuerzas viscosas a medida que se mueve
junto al sólido. Si la viscosidad es cero (modelo para ﬂujos sin fricción), la masa
virtual es igual a la masa de ﬂuido desplazada (Γ′ = 1).
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2.2. Acoplo hidrodinámico a la oscilación de la mi-
cropalanca: interacción sólido-líquido
2.2.1. Modelos
La aplicación de la dinámica de ﬂuidos a la vibración de la micropalanca no es
algo reciente. El primer modelo que intenta describirla de forma analítica data de
1995 [83]. A pesar de haber transcurrido ya 16 años, aún quedan múltiples preguntas
por resolver en torno a esta cuestión. No tiene una solución sencilla, puesto que es
necesario acoplar las ecuaciones hidrodinámicas que rigen el movimiento del ﬂuido
a las ecuaciones que rigen el movimiento de la micropalanca. Este problema se
conoce generalmente como problema de interacción sólido-líquido y para resolverlo
es necesario aplicar las condiciones de contorno correctas. Se distinguen tres tipos
de aproximación, según el número de dimensiones consideradas.
Modelo unidimensional
También conocido como modelo de masa puntual. Consiste en modelar la mi-
cropalanca como una esfera. La ecuación que rige el movimiento de una esfera en
una dimensión es:
meﬀz¨(t) + γz˙(t) + kz(t) = F0 cosωt (2.21)
donde γ = meﬀω0/Q es el término correspondiente a la disipación, k es la
constante de fuerzas de la micropalanca, y F0 y ω son la fuerza y frecuencia de la
excitación. El factor de calidad de la micropalanca es una medida de la energía que
disipa en el medio. Depende tanto de las fuerzas viscosas como de las inerciales de
acuerdo a:
Q =
meﬀω
γ
(2.22)
meﬀ = (m
∗ +m′Γ′) (2.23)
Además, la micropalanca no es una esfera, por lo que es necesario introducir un
factor de corrección n (m∗ = nm) dependiente de la geometría para que la relación
de dispersion entre ω0 y k siga siendo válida [60, 84]:
ω20 =
k
m∗
(2.24)
Para una micropalanca rectangular, n = 0.249.
Chen y Warmack [83] presentaron el primer modelo hidrodinámico unidimen-
sional para la micropalanca inmersa en líquido. Consideraron la fuerzas inerciales y
viscosas provocadas por una esfera de radio R oscilando en un líquido de densidad
ρ y viscosidad η en el límite en el que Re >> 1 (aproximación de ﬂujo ideal):
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meﬀ = m
∗ +m′esferaΓ
′
esfera ≈ nm+
2
3
piρR3 (2.25)
γ = n1ωm
′
esferaΓ
′′
esfera ≈ 3piR2
√
2ωηρ (2.26)
La función hidrodinámica de una esfera oscilando es una función ya conocida
(véanse ecuaciones 2.17 y 2.18). Dado que las funciones hidrodinámicas de una esfera
y de una placa rectangular son diferentes, es necesario introducir otro factor de
corrección n1 que varía con el tamaño y forma de la micropalanca considerada [85].
Los factores R y n1 son invariantes para cada micropalanca y son ajustados después
de hacer el experimento, por lo que la desventaja fundamental de este modelo es
que no predice el comportamiento de la micropalanca. Su otro inconveniente es su
ineﬁcacia para reproducir modos de oscilación superiores, puesto que sólo existe un
grado de libertad. Sin embargo, debido a su simplicidad, ha sido elegido por varios
autores para describir de forma cualitativa sus resultados en relación a la vibración
de la micropalanca de un AFM [86, 87, 88].
Modelo bidimensional
El modelo supone una placa de dos dimensiones con inﬁnitos modos de vibra-
ción. La ecuación que rige movimiento de una placa cuyo eje longitudinal está en la
dirección del eje x es la ecuación de Euler-Bernoulli [57]:
EI
∂4w(x, t)
∂x4
+ µ
∂2w(x, t)
∂t2
= f(x, t) (2.27)
donde E, I, L y µ son el módulo de Young, el momento de inercia por unidad
de área, la longitud y la masa por unidad de longitud de la micropalanca respectiva-
mente y f(x, t) la fuerza aplicada por unidad de longitud y w(x, t) la deﬂexión de la
micropalanca. Las fuerzas viscosas e inerciales están incluidas en el término f(x, t)
que incluye la contribución de las fuerzas hidrodinámicas por unidad de longitud.
La mayor parte de los modelos hidrodinámicos que consideran una micropalan-
ca bidimensional suponen que el ﬂujo es plano, esto es, que el ﬂuido sólo se desplaza
en planos yz verticales a la dirección x paralela al eje longitudinal de la micropa-
lanca (véase ﬁgura 2.1a). Por este motivo estos modelos son válidos para órdenes
bajos de la vibración de la micropalanca, ya que los modos altos implican también
movimientos del ﬂuido a lo largo del eje longitudinal de la micropalanca.
El primero de estos modelos [89] describe la micropalanca como una cadena de
esferas de radio b/2, siendo b la anchura de la micropalanca. Las fuerzas viscosas y
las inerciales son calculadas a través de la suma del efecto de estas fuerzas sobre 1/b
esferas por unidad de longitud. De esta forma se introduce un término bidimensional
en una ecuación bidimensional, por lo que no existe necesidad de considerar ningún
factor de corrección.
O'Shea y Welland [90] utilizaron el mismo modelo para la fuerza viscosa. Sin
embargo, recurrieron a la teoría de Greenspon [91] para obtener la masa inducida
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por una placa rectangular vibrando en un ﬂuido, ya que esto se ajusta mejor a la
realidad. El modelo de esferas predice los valores de la fuerza inercial en exceso al
tener en cuenta más masa desplazada por el ﬂuido de la que realmente existe. La
relación de dispersión entre la masa efectiva en agua y en aire que predice Greenspon
toma la forma:
(meﬀ)liq = nm+ 0.6nρ(L/b)
3/2 (2.28)
El segundo modelo describe la micropalanca como un cilindro y a partir de ellos
predice el comportamiento de una placa rectangular. Fue desarrollado por John E.
Sader y colaboradores a lo largo de varios trabajos [92, 93, 94, 95]. Este modelo
se discutirá en la sección posterior por ser el más extendido y poder ser resuelto
de forma semi-analítica. Además, en los últimos años se han desarrollado modelos
válidos basados en éste para describir modos de vibración más altos [96, 97].
Modelo tridimensional
Sólo puede ser resuelto de forma numérica. Es válido para modos altos de vibra-
ción y muy útil para comparar con los modelos analíticos y semi-analíticos existentes
[98]. Simula la interacción sólido-ﬂuido en tres dimensiones mediante métodos de di-
ferencias ﬁnitas. Para ello aplica como condiciones de contorno al problema del sólido
las soluciones obtenidas del problema hidrodinámico de un ﬂuido incompresible que
se mueve de acuerdo a las ecuaciones de Navier Stokes. Los programas capaces de
simular esto son bastante complejos y en los últimos años gozan de mucha populari-
dad, ya que a través de este método se superan las limitaciones de modelos analíticos
(el número de dimensiones) y se ve de forma clara la física que subyace tras la dis-
minución en Q y ω0 al introducir la micropalanca en un medio líquido. Una de las
principales ventajas es su capacidad para encontrar los lugares exactos en los que
los mecanismos de disipación suceden, lo que es de gran utilidad para la fabricación
de nuevos modelos de micropalancas con mayor factor de calidad (se puede variar
la geometría de la micropalanca incluyendo agujeros, ensanchamientos...) y para la
fabricación de celdas de ﬂuidos con una respuesta efectiva mejor.
En relación al problema que nos interesa, Raman y colaboradores concluyen
que modiﬁcar la geometría de la micropalanca puede incrementar el factor de cali-
dad y la frecuencia de resonancia en el líquido [98]. En general, para maximizar los
factores de calidad se debe maximizar la anchura de la micropalanca y minimizar
la presencia de bordes y huecos, ya que éstos incrementan las tensiones. El mode-
lo también demuestra que los modelos bidimensionales tienden a predecir la masa
añadida en exceso y el factor de calidad en defecto debido a que predicen en exceso
el valor de las presiones y sus correspondientes gradientes en el plano vertical al
no permitir al líquido desplazarse en la dirección paralela al eje longitudinal de la
micropalanca.
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2.2.2. Método semi-analítico de Sader
Modos bajos de vibración
El método semi-analítico de Sader predice el comportamiento de una micro-
palanca oscilando en un ﬂuido viscoso. Es importante comprender las hipótesis en
las que se basa:
1. El ﬂujo es plano (véase ecuación 2.9). El método supone que la longitud L
de la micropalanca es mucho mayor que su anchura b (L >> b). Esto permite
aproximar la micropalanca por un cilindro de longitud inﬁnita. La escala típica
donde varía el campo de velocidades es por tanto una longitud incluida en el
plano yz. En particular, la escala típica del problema de una micropalanca
oscilando en un ﬂuido es la anchura b de la micropalanca.
2. El ﬂujo es incompresible. Se justiﬁca porque la amplitud de las oscilaciones
A (del orden de nm) es pequeña comparada con la escala típica del problema
b (del orden de µm) . A consecuencia de ello (véase ecuación 2.4) los efectos
inerciales de la derivada convectiva no lineales son despreciables (~u · ~∇~u ≈ 0)
y la ecuación de Navier-Stokes (ecuación 2.1) se puede simpliﬁcar:
ρ
∂~u
∂t
= −~∇p+ ~fhydro (2.29)
3. La sección eﬁcaz es constante a lo largo de la longitud de la micropalanca.
Permite la deﬁnición de una función presión Γ que permitirá extraer la fuerza
hidrodinámica.
4. La micropalanca es un sólido elástico en el que los efectos disipativos debidos
a la fricción interna son despreciables frente a los debidos a la disipación en el
medio.
La función hidrodinámica de un cilindro oscilante para un ﬂujo plano e incom-
presible es conocida [81] (véanse ecuaciones 2.19 y 2.20). A partir de la ecuación 2.15
se observa que la transformada de Fourier de la fuerza hidrodinámica por unidad de
volumen fˆhydro sobre un cilindro de radio R = b/2 viene dada por:
fˆhydro =
piρb2ω2
4
(Γ′ + iΓ′′)Wˆ (x|ω) (2.30)
donde Wˆ (x|ω) es la transformada de Fourier de la deﬂexión W (x|t) de la
micropalanca:
Wˆ (x|ω) =
∫ ∞
−∞
W (x|t)e−iωt dt (2.31)
La fuerza total por unidad de longitud f que actua sobre la micropalanca es
la suma de la fuerza por unidad de longitud debida a las fuerzas hidrodinámicas
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fhydro y de la fuerza de excitación por unidad de longitud fdrive. Haciendo la variable
espacial x adimensional en la ecuación 2.27, multiplicando dicha ecuación por e−iωt
e integrando en el tiempo desde −∞ hasta +∞, la ecuación de Euler-Bernoulli en
el espacio de frecuencias toma la forma:
EI
L4
∂4Wˆ (x|ω)
∂x4
− µω2Wˆ (x|ω) = fˆhydro(x|ω) + fˆdrive(x|ω) (2.32)
∂4Wˆ (x|ω)
∂x4
− µω
2L4
EI
(
1 +
piρb2
4µ
Γ(ω)
)
Wˆ (x|ω) = sˆ(x|ω) (2.33)
donde fˆhydro(x|ω) y fˆdrive(x|ω) son las transformadas de Fourier de la fuerza
hidrodinámica y de la fuerza de excitación y sˆ(x|ω) está relacionada con fˆdrive(x|ω)
mediante:
sˆ(x|ω) = L
4
EI
fˆdrive(x|ω) (2.34)
Utilizando la teoría de funciones de Green [99], todo se reduce a calcular el
propagador G(x, x′|ω) y Wˆ (x|ω):
Wˆ (x|ω) =
∫ 1
0
G(x, x′|ω)sˆ(x′|ω)dx′ (2.35)
Para ello se debe hallar la solución a la ecuación 2.36 imponiendo las condi-
ciones de contorno correspondientes a una barra ﬁja por un extremo y libre por el
otro, y las condiciones de continuidad.
∂4G(x, x′|ω)
∂x4
−B4(ω)G(x, x′|ω) = δ(x− x′) (2.36)
donde:
B(ω) = L
√
ω
( µ
EI
)1/4(
1 +
piρb2
4µ
Γ(ω)
)1/4
(2.37)
Para el caso de excitación térmica, la función excitación no depende de la
posición (sˆ(x′|ω) = sˆ(ω)) y se tiene:
Wˆ (x|ω) = sˆ(ω)
∫ 1
0
G(x, x′|ω)dx′ = sˆ(ω)EI
L4
Wˆ0(x|ω) (2.38)
donde Wˆ0(x|ω) es la función de transferencia correspondiente a una fuerza de exci-
tación uniforme a lo largo de la longitud fdrive,0 = 1.
Por otra parte, se tiene que Wˆ (x|ω) se puede desarrollar en autofunciones de
ω y x:
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Wˆ (x|ω) =
∞∑
n=1
fˆn,drive(ω)αn(ω)φn(x) (2.39)
αn(ω) =
∫ 1
0
Wˆ0(x|ω)φn(x)dx =
∞∑
n=1
βn(ω)φn(x) (2.40)
El teorema de equipartición aﬁrma que el valor esperado de la energía potencial
de cada modo Un(t) ha de ser igual al valor de la energía térmica Uth,n = kBT/2,
siendo kB la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta.
El valor esperado de la energía potencial de cada modo Un(t) se puede calcular:
Un(t) =
1
2
EI
L3
β2n
∫ 1
0
(
d2φn(x)
dx2
)2
dx (2.41)
y de esta forma se puede obtener el valor de la constante βn necesario para
hallar Wˆn(x|ω):
|fˆn(ω)|2 = 3pikBT
kcn
∫∞
0
|α(ω′)|2dω′ (2.42)
|Wˆn(x|ω)|2 = 3pikBT
k
∞∑
n=1
|αn(ω′)|2
c4n
∫∞
0
|αn(ω′)|2dω′
φ2n (2.43)
donde cn son las raíces de la ecuación 1 + coscn + coshcn = 0 que deﬁne los
modos normales de vibración de una barra. Sader utiliza dos números adimensionales
para separar las contribuciones a Q y ω0 de fuerzas inerciales y disipativas de una
manera muy elegante.
Re =
ωb2ρ
4η
(2.44)
T¯ =
ρb
ρch
(2.45)
Como se mencionó anteriormente, Re indica la importancia relativa entre las
fuerzas inerciales y las viscosas. El parámetro T¯ expresa el cociente entre la masa
efectiva con respecto a la masa total de la micropalanca, y es utilizado para distinguir
la inmersión de la micropalanca en líquidos y en gases. Fijando T¯ y estudiando el
comportamiento de las magnitudes cuando Re se puede estudiar la importancia de
las fuerzas viscosas respecto a las inerciales dependiendo del medio en el que la
micropalanca esté inmersa. Además, disminuir Re en estas condiciones corresponde
a reducir las dimensiones de la micropalanca. A partir de esto extraen conclusiones
importantes.
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Cuando la disipación viscosa es pequeña, la respuesta en frecuencia se puede
aproximar por la de un oscilador armónico y viene descrita por:
ωR,n
ωvac,n
=
(
1 +
piρb
4ρch
Γ′(ωR,n)
)−1/2
(2.46)
Qn =
4µ
piρb2
+ Γ′(ωR,n)
Γ′′(ωR,n)
(2.47)
donde ωR,n y ωvac,n son la frecuencia de resonancia en ausencia de disipación
y en el vacío respectivamente.
Si queremos estudiar una micropalanca rectangular debemos considerar un fac-
tor de corrección (Γrect = ΩrectΓcirc) que Sader [92]. La aproximación semi-analítica
para la función hidrodinámica Γ en el rango de frecuencias típico de un experimento
de microscopía de fuerzas para una micropalanca rectangular viene dada por:
Γ′ = a1 + a2 ∆b (2.48)
Γ′′ = b1 ∆b + b2
(
∆
b
)2
(2.49)
donde ∆ =
√
2η
ρω
es el espesor de la capa límite, a1 = 1.0553, a2 = 0.7997,
b1 = 3.8018, y b2 = 2.7364.
Sader toma como referencia la ecuación 2.46 con Γ′ = 1 (modelo para ﬂujos sin
fricción) para separar los efectos en el cambio en frecuencia de resonancia debidos a
fuerzas inerciales de los debidos a fuerzas viscosas. Las conclusiones principales de
su trabajo son que el ensanchamiento del pico es principalmente debido a los efectos
viscosos, mientras que el cambio en la frecuencia de resonancia es principalmente
debido a las fuerzas inerciales. Además, la disipación viscosa se incrementa para
micropalancas pequeñas (véase ecuación 2.44).
Maali y colaboradores [100] demostraron que había errores en la estimación
de fuerzas disipativas e inerciales usando el modelo semi-analítico de Sader si se
consideraban modos superiores.
Modos altos de vibración
Para el estudio de este caso, Sader y Van Eysden [95, 96] proponen otro número
adimensional que da cuenta de la importancia del ﬂujo tridimensional inducido a lo
largo de la micropalanca. Viene dado por:
κ = c1
b
L
(2.50)
Cuando κ → 0 , Γf (ω, n) = Γ(ω) y se recuperan las soluciones obtenidas con
los modelos que suponían un ﬂujo bidimensional. En el límite de κ → ∞ se tiene
que:
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Γf (ω, n) =
8
piκ
√
κ2 − iRe√
κ2 − iRe− κ (2.51)
Además, demuestra que su modelo de ﬂujo bidimensional es siempre válido para
n = 1 y que el hecho de incrementar la proporción dimensional de la micropalanca
afecta más al cambio de frecuencias de resonancia en aire que en líquido.
2.2.3. Comportamiento no simétrico de la fuerza hidrodiná-
mica
Se observa experimentalmente que la compresión de una capa delgada del
líquido (véase ﬁgura 2.1b) produce una disminución de Q y ω0 a medida que la
micropalanca se acerca a la muestra. La causa principal por la que esto ocurre
es que más fracción del líquido entre la micropalanca y la muestra forma parte
de la capa límite, haciendo que los efectos disipativos sean más altos. Los modos
torsionales, cuyas frecuencias de resonancia son mayores, se ven menos afectados
porque su correspondiente capa límite es más estrecha (∆ ≺ 1/√ω).
Fuerzas viscosas
Varios autores [83, 89, 101, 102] modelan el comportamiento de las fuerzas
viscosas con la distancia de separación h entre micropalanca y superﬁcie y obtienen
una dependencia de 1/h3 para una micropalanca rectangular. Por ejemplo, utilizando
el modelo de la cadena de esferas se tiene que:
γh = η
b3L
h3
(2.52)
(2.53)
Existe una expresión analítica cuando Re << 1 y h << b utilizando la teoría
de lubricación de Reynolds [93] que postula la misma dependencia con el cociente
b/h:
Γh(ω) =
i
pi
(
b
h
)3
1
Re
(2.54)
Estas fuerzas son causadas por la micropalanca que comprime el ﬂuido al
acercarse. Sin embargo, existen otras fuerzas cuyo origen también es el conﬁnamiento
del líquido. Estas fuerzas son debidas a la contribución de la punta (véase esquema
de la ﬁgura 2.1b). Sólo aparecen muy cerca de la superﬁcie (h < 1 nm) o cuando los
cambios locales de la viscosidad son grandes. Esto podría ocurrir debido a efectos
de conﬁnamiento a nivel molecular como por ejemplo, lo que estudiaremos en el
capítulo 6 [103].
Acoplo hidrodinámico a la oscilación de la micropalanca: interacción
sólido-líquido 39
Figura 2.1: (a) El modelo de Sader supone una barra inﬁnita en la que el movimiento
del ﬂuido está conﬁnado en planos paralelos a la dirección del eje longitudinal de la
barra. (b) Cuando la micropalanca se acerca a la muestra las fuerzas hidrodinámicas
cambian; este cambio es apreciable cuando la distancia entre la micropalanca y la
muestra es del orden de la anchura de la micropalanca b.
Experimentalmente, parece que la fuerza no decae tan rápidamente como 1/h3
[104]. Actualmente, hay pocos grupos que realicen simulaciones en líquidos y los exis-
tentes no suelen introducir este término, por lo que este campo permanece todavía
abierto a modiﬁcaciones y a la espera de más medidas experimentales.
Fuerzas inerciales
El único método que introduce semi-analíticamente la dependencia de las fuer-
zas inerciales con la distancia fue también desarrollodo por Sader y colaboradores,
quienes extendieron su teoría para micropalancas rectangulares inmersas en líquidos
a la presencia de una superﬁcie [94].
Para estudiar este caso, es útil deﬁnir otro parámetro adimensional H¯, o el
cociente entre la separación entre la micropalanca y la superﬁcie h0 y la anchura de
la micropalanca:
H¯ =
h0
b
(2.55)
La diferencia principal en el desarrollo matemático es que en este caso no existe
una función de Green para la ecuación de Stokes en un ﬂuido semi-inﬁnito. Por ello
Sader y Green dividen la micropalanca y la superﬁcie en segmentos y formulan un
sistema de ecuaciones matriciales. Todas pueden resolverse analíticamente excepto
dos. Su principal conclusión es que la disminución en la frecuencia de resonancia a
medida que la distancia entre la punta y la muestra se reduce es debido a las fuerzas
viscosas. La masa desplazada por el ﬂuido (m′) y consecuentemente, las fuerzas
inerciales, se ven débilmente afectadas por el acercamiento del sólido a la supeﬁcie;
sin embargo, más parte del líquido que se mueve con la micropalanca se ve afectado
por la capa límite y cuesta más trabajo moverlo, provocando así una disminución
en ω0.
El modelo tridimensional de Raman y colaboradores también reproduce la
disminución en Q y ω0 cuando la micropalanca se aproxima a una superﬁcie [98].
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Una de sus conclusiones más importantes es que orientar la micropalanca a un
ángulo próximo a la superﬁcie incrementa los factores de calidad y las frecuencias
de resonancia.
2.3. Excitación de la micropalanca
La forma en la que se excita la micropalanca en líquidos inﬂuye de manera
decisiva en su comportamiento dinámico. No en vano ha habido múltiples trabajos
teóricos y experimentales en relación a métodos de excitación [90, 100, 105, 106,
107, 108, 109, 110, 111, 112, 113]
El método más común es el llamado mecánico o acústico [105, 106]. La micro-
palanca es excitada por un piezoeléctrico que oscila a la frecuencia de resonancia
de la micropalanca. Al ser el más extendido para excitar la micropalanca en aire,
también se intentó aplicar este método para excitarla en líquidos. Sin embargo, la
respuesta a la que da lugar es muy compleja. Aparecen muchos picos que no corres-
ponden a resonancias de la micropalanca, lo que se conoce comúnmente como bosque
de picos [100, 107] (véase ﬁgura 2.2a). Estos picos espúreos pueden corresponder a
las vibraciones del líquido que mueven la micropalanca, a resonancias de la celda
líquida o a resonancias del piezoeléctrico. En estas condiciones, es difícil de estimar
la frecuencia de resonancia de la micropalanca y se tiene que recurrir a espectros de
ruido térmico (véase ﬁgura 2.2b). Esto consiste en registrar la oscilación temporal
de una micropalanca cuando la fuerza de excitación externa es cero, y mediante
una transformada de Fourier, hallar las frecuencias de resonancia correspondientes
a cada uno de los modos de oscilación. Algunos de los picos espúreos que aparecen
utilizando la excitación acústica y una celda comercial también pueden ser utiliza-
dos para tomar una imagen, si bien no en las condiciones óptimas [106]. Shaﬀer y
colaboradores [107] postularon que el complejo espectro de la micropalanca es la
convolución entre el espectro de ruido térmico y el del líquido dentro de la celda.
Por esta razón, se investigó la posibilidad de excitar la micropalanca de una
manera alternativa tal que no aparecieran resonancias espúreas. El más común en-
tre éstos métodos es la excitación magnética [90, 108], que consiste en hacer oscilar
una micropalanca recubierta de material magnético aplicando un campo magnético
oscilante (véase ﬁgura 2.3). Las micropalancas han de estar recubiertas de material
magnético, lo que hace el radio de la punta más grande. Además, el material mag-
nético se corroe fácilmente en el medio líquido y es más costoso económicamente. La
excitación magnética da lugar a curvas de resonancia en agua en las que los picos
corresponden a las resonancias reales de la micropalanca. Existen otros métodos que
también dan lugar a estas curvas. Por una parte, la excitación fototérmica [110], que
consiste en utilizar un láser para calentar y enfríar la micropalanca tal que ésta se
extiende y comprime y de esta forma se genera una oscilación. Por otra parte, la
magnetrostricción, donde un campo magnético oscilante contrae y expande la ca-
pa magnetostrictiva de la micropalanca haciéndola vibrar [111]. También es posible
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modiﬁcar la micropalanca para que circule por ella una corriente alterna que, junto
a un campo magnético aplicado, induce una fuerza que la hace oscilar [112].
Este capítulo se centra en la comparación entre excitación acústica y magné-
tica, por ser los dos métodos más extendidos en la microscopía de fuerzas. Se ha
asumido que ambos métodos pueden ser descritos por la misma ecuación de mo-
vimiento, aunque Lantz y colaboradores [109] ya postularon la expresión correcta
para una micropalanca excitada en la base. Este error ha venido reforzado por el
hecho de que en aire tanto experimentos como teoría y simulaciones coincidían en
gran medida (véase ﬁgura 2.3). Recientemente, algunos experimentos y simulaciones
apuntaron la existencia de diferencias en el comportamiento en líquidos dependiendo
del método de excitación. Volkov investigó el comportamiento de una micropalan-
ca excitada por el movimiento del líquido en una medida libre de resonancias de
la celda [113], mientras que Legleiter y colaboradores escribieron las ecuaciones del
movimiento en función del observable correcto [87]. Antes de pasar al tema principal,
presentaré una introducción a la importancia del pico de resonancia en las medidas
realizadas con el microscopio de fuerzas en líquidos.
2.3.1. Importancia del pico de resonancia
El pico de resonancia es el primer factor a optimizar a la hora de hacer una
medida mediante AFM. Por una parte, para ser capaces de obtener propiedades
cuantitativas de una propiedad nanomecánica es necesario describir correctamente
la oscilación, cualquiera que ésta sea. Esto signiﬁca que en el caso en el que el bosque
de picos esté presente, deberíamos incluir también su efecto al escribir las ecuaciones
del movimiento. Por ello es bastante recomendable modiﬁcar la celda de líquidos o
excitar la micropalanca utilizando otro método (por ejemplo, magnéticamente) de
forma que sea más sencillo modelar la oscilación. Además, la optimización del pico
de resonancia también es fundamental para la mejora en la adquisición de imágenes
de AFM en líquidos. Si bien es cierto que se puede tomar una imagen en un pico es-
púreo, si éste no corresponde al de resonancia la medida será menos sensible y menos
estable. La medida será menos sensible porque la disminución en la amplitud no es-
tará vinculada exclusivamente a cambios en la fuerza de interacción punta-muestra,
sino también a cambios en el comportamiento hidrodinámico del ﬂuido que rodea
la micropalanca. Esto es muy importante a la hora de tomar imágenes de biomolé-
culas, donde un pequeño cambio en la fuerza puede llegar a destruirlas. Además, la
medida será menos estable porque las inestabilidades en el ﬂujo y posibles burbujas
inﬂuirán más en la dinámica debido a que el pico está directamente relacionado con
resonancias de la celda o del ﬂuido dentro de la celda.
2.3.2. Excitación magnética y excitación acústica pura.
En esta sección expondré la diferencia entre excitar la micropalanca en la punta
y excitarla en la base. Excitarla en la punta es lo que hacemos cuando excitamos la
42 Dinámica de la micropalanca en líquidos
Figura 2.2: Espectros correspondientes a una micropalanda de k = 0.2 N/m y f0 ≈ 9
kHz en líquidos excitada (a) acústicamente en celda sin modiﬁcar, (b) con ruido
térmico, (c) acústicamente en celda modiﬁcada y (d) acústicamente en celda de
ﬂuidos optimizada de un microscopio comercial.
micropalanca magnéticamente, ya que la base no se mueve. Excitarla en la base es
lo que hacemos normalmente cuando utilizamos excitación acústica en aire: el piezo
está justo debajo del chip de la micropalanca y una oscilación en la base da lugar
a una oscilación en la punta. Para implementar esta excitación en líquidos se ha
utilizado una celda modiﬁcada [100] que anteriormente había sido construida en el
laboratorio. De esta forma el piezoeléctrico, en lugar de estar situado en medio de
la celda provocando la vibración de la celda completa como en la celda de ﬂuidos
más popular (véase ﬁgura 2.2a), está situado debajo del chip. Para ello es necesario
incluir un vidrio entre el chip y el piezoeléctrico para aislar el piezoeléctrico del
contacto con el líquido y permitir la formación de un menisco de líquido entre la
muestra y el vidrio que constituye lo que se denomina celda de líquidos abierta. De
esta forma, el piezoeléctrico hace oscilar únicamente la micropalanca desde su base
y la respuesta en frecuencias se simpliﬁca ostensiblemente (véase la ﬁgura 2.2c).
Existen microscopios comerciales que han mejorado su celda de ﬂuidos colocando el
piezoeléctrico justo debajo de la micropalanca y simpliﬁcan las medidas en líquidos
de forma notable (véase ﬁgura 2.2d). Es necesario puntualizar que la vibración de la
micropalanca en la celda modiﬁcada no corresponde exactamente a la excitación de
la micropalanca en la base, aunque como primera aproximación es buena. Para hacer
el estudio de forma más estricta es necesario incluir el hecho de que la excitación
acústica de la micropalanca es provocada, además de por la oscilación de la base,
por el movimiento del ﬂuido que la rodea [114]. A lo largo de las siguientes secciones,
consideraré la excitación mecánica ideal (excitación provocada por una oscilación de
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Figura 2.3: (a) La micropalanca se excita acústicamente en su base y (b) la micropa-
lanca se excita magnéticamente en su punta. Correspondientes curvas de resonancia
en aire para una micropalanca de k = 0.2 N/m excitada acústicamente y una mi-
cropalanca de k = 0.75 N/m excitada magnéticamente.
la base) y la excitación magnética en el desarrollo teórico.
2.3.2.1. Modelo unidimensional
¾Cuál es el observable?
Para escribir la ecuación que rige el movimiento de forma correcta es necesario
determinar cuál es el observable, porque será a partir de éste que obtendremos la
amplitud y fase de la oscilación. En 1999, Lantz y colaboradores [109] proporcionaron
evidencia experimental de que la deﬂexión de la micropalanca es el observable que se
mide. Comprobaron experimentalmente que cuando la punta de una micropalanca
excitada acústicamente contacta con la muestra hay una señal residual que sólo
puede ser debida a que lo que el fotodiodo registra son cambios en la pendiente
de la micropalanca (deﬂexión) y no en la posición de la punta. Sin embargo, dicha
señal residual es cero si la micropalanca es excitada magnéticamente. Dado que el
sistema de detección es el mismo que en el caso anterior, y por tanto debería ser
sensible a la deﬂexión, esto implicaría que en el caso de una micropalanca excitada
magnéticamente la base no se mueve (véase ﬁgura 2.4).
Por esta razón escribiré las ecuaciones del movimiento en función del observable
deﬂexión z(t). Antes me gustaría hacer unas pequeñas reﬂexiones en relación a los
motivos por los que el observable es la deﬂexión de la micropalanca. El fotodiodo
es un dispositivo que registra posiciones del haz de láser incidente. Los cambios de
estas posiciones pueden tener dos orígenes diferentes: pueden ser debidos a cambios
en la pendiente de la micropalanca o a cambios debidos a desplazamientos verticales
de la micropalanca sin cambio de pendiente. El observable es la pendiente, esto es,
la deﬂexión de la micropalanca, porque los desplazamientos puramente verticales
(véase ﬁgura 2.5a) resultan en una señal del fotodiodo muchísimo más baja que los
debidos a cambios en la pendiente (véase ﬁgura 2.5b). Si α es el ángulo de incidencia
del rayo, γ es el ángulo de deﬂexión, h el consecuente desplazamiento en la posición
vertical de la punta y d es la distancia de separación entre la base de la micropalanca
y el fotodiodo:
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Figura 2.4: Esquema del modelo de masa puntual. zh(t) es la posición de la base
de la micropalanca, s(t) es la posición de la punta de la micropalanca y z(t) es la
deﬂexión de la micropalanca (z(t) = s(t) − zh(t)). La micropalanca es excitada (a)
debido a una oscilación de la base zh(t) y (b) debido a una fuerza aplicada F0 cosωt
en su punta.
Figura 2.5: Esquema de lo registrado en el fotodiodo debido a (a) desplazamientos
verticales puros y (b) cambios en la pendiente de la micropalanca inclinada un ángulo
α con respecto a la superﬁcie.
x1 =
d
tan 2α
(2.56)
x2 =
d
tan(2α + 2γ)
(2.57)
γ = arctan
(
δ
L
)
(2.58)
δ = h cos (γ + α) (2.59)
En el caso de que la micropalanca se desplace verticalmente con respecto al
origen una distancia h, el desplazamiento medido en el fotodiodo vendría dado por:
∆x = x1 − x2 = h (2.60)
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Sin embargo, en el caso en el que la micropalanca cambie su pendiente:
∆x = x1 + h− x2 (2.61)
En la ﬁgura 2.6 se pueden ver los resultados obtenidos para las longitudes
características de nuestro sistema experimental, como por ejemplo, L = 247 µm, δ =
25 nm y d = 2 cm. Para ángulos de inclinación de la micropalanca que varían entre
10 y 15o la señal resultante debida a un cambio de pendiente es mucho mayor que la
resultante dediba a un desplazamiento vertical puro. Por ello, es correcto decir que
el fotodiodo registra principalmente variaciones en la pendiente de la micropalanca.
Figura 2.6: Señal medida en el fotodiodo ∆x frente a ángulo de inclinación α de una
micropalanca de L = 247 µm separada 2 cm del fotodiodo.
Ecuación del movimiento para una micropalanca excitada en la punta
Si se aplica una fuerza F0 cos (ωt) en la punta y la base está ﬁja (zh(t) = 0),
la ecuación que rige el movimiento en función del observable posición s(t) de la
micropalanca con respecto a la superﬁcie (véase ﬁgura 2.4) viene dada por:
meﬀs¨(t) + γs˙(t) + k (s(t)− zh(t)) = F0 cosωt (2.62)
siendo γ = meﬀω0
Q
.
Es necesario escribir la ecuación en función del observable deﬂexión z(t) (z(t) =
s(t)− zh(t)):
meﬀz¨(t) + γz˙(t) + kz(t) = F0 cosωt (2.63)
Suponiendo que la deﬂexión es una señal armónica (z(t) = A cos (ωt+ φ)),
multiplicando por sin (ωt+ φ) y cos (ωt+ φ) respectivamente e integrando en un
periodo de oscilación se obtienen dos ecuaciones con dos incógnitas (A y φ). Despe-
jando la amplitud tenemos:
A(ω) =
F0ω
2
0
k
√
(ω2 − ω02)2 +
(
ωω20γ
k
)2 (2.64)
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Ecuación del movimiento para una micropalanca excitada en la base
Si se aplica una fuerza F0 en la base, de tal forma que ésta oscila con una
amplitud F0/k , el movimiento de la base viene dado por zh(t) = F0k cosωt. La
ecuación que rige el movimiento en función del observable posición es:
meﬀs¨(t) + γs˙(t) + k(s(t)− zh(t)) = 0 (2.65)
La ecuación que rige el movimiento en función del observable deﬂexión es en
este caso:
meﬀz¨(t) + γz˙(t) + kz(t) = F0 cosωt+
γF0ω0
k
sinωt (2.66)
Suponiendo que la deﬂexión es una señal armónica (z(t) = A cos (ωt+ φ)),
multiplicando por sin (ωt+ φ) y cos (ωt+ φ) respectivamente e integrando en un
periodo de oscilación se obtienen dos ecuaciones con dos incógnitas (A y φ). Despe-
jando la amplitud se obtiene la expresión [86]:
A(ω) =
F0
k
√
ω4 + (
ωω20γ
k
)2√
(ω2 − ω20)2 +
(
ωω20γ
k
)2 (2.67)
Ajustes a las curvas experimentales
Hemos ajustado las curvas experimentales obtenidas en agua utilizando ex-
citación magnética y utilizando excitación acústica con la celda modiﬁcada a las
expresiones analíticas 2.64 y 2.67. Ambos ajustes son muy buenos. Para la excita-
ción magnética, la bondad del ajuste es de R2 = 0.96 y los valores obtenidos son
Q = 3.49± 0.04 y ω0 = 24.26± 0.04 kHz. Para la excitación acústica el ajuste tam-
bién es bueno (R2 = 0.96) y los valores obtenidos para Q y ω0 son Q = 1.71± 0.02
y ω0 = 5.29± 0.02 kHz.
En la ﬁgura 2.7a se presenta la respuesta en frecuencias de una micropalanca de
constante de fuerzas k = 0.75 N/m excitada magnéticamente. A frecuencias bajas, la
respuesta tiende a un valor ﬁnito (F0/k), mientras que a frecuencias altas la amplitud
se hace cero. Sin embargo, el comportamiento de una micropalanca de constante de
fuerzas k = 0.2 N/m excitada en la base es cualitativamente muy distinto (véase
ﬁgura 2.7b). A frecuencias bajas, la amplitud es cero, mientras que a frecuencias
altas la amplitud tiende a un valor ﬁnito (F0/k). En resonancia, las amplitudes
correspondiente a ambas situaciones también diﬁeren. Para la micropalanca excitada
magnéticamente se obtiene:
A(ω0) = QF0/k (2.68)
Sin embargo, para la micropalanca excitada acústicamente se obtiene una de-
pendencia diferente con el factor de calidad:
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Figura 2.7: Amplitudes experimentales (línea continua) y ajuste (línea discontinua)
frente a frecuencia para una micropalanca excitada (a) magnéticamente y (b) acús-
ticamente.
A(ω0) =
QF0
k
(
1 +
1
Q2
)1/2
(2.69)
Las curvas experimentales fueron tomadas con micropalancas de constante de
fuerzas pequeñas como las que normalmente se utilizan en líquidos. Es por ello que
se observa una diferencia tan notable entre las curvas correspondientes a ambos
métodos. Para estudiar el comportamiento de las curvas con k y Q se han utilizado
simulaciones numéricas (véase la sección 3.3).
2.3.2.2. Modelo bidimensional
Al igual que para el modelo de masa puntual, es necesario escribir las ecuacio-
nes en función del observable correcto. En el apartado 2.3.2.1 vimos que el observable
es la pendiente en la punta ∂s(x,t)
∂x
, que se relaciona con la deﬂexión mediante:
∂s(x, t)
∂x
∣∣∣∣
x=1
=
∂w(x, t)
∂x
∣∣∣∣
x=1
=
∑
k
φ′k(1)Yk(t) (2.70)
Esto es, la derivada espacial de la posición de la punta es igual a la derivada
espacial de la deﬂexión. De esta forma es posible hallar las soluciones para el observa-
ble resolviendo la ecuación de Eurler-Bernoulli para la deﬂexión de la micropalanca.
Existen dos formas de solucionar este problema.
Fuerza incluida en las condiciones de contorno
La primera forma es hallar las soluciones de la ecuación de Euler-Bernoulli
para la deﬂexión de la micropalanca e incluir la excitación en las condiciones de
contorno. El modelo de Rayleigh [115] incluye las fuerzas disipativas como:
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Exc. Magnética Exc. Acústica
y(0) = 0 y(0) = F0
k
yx(0) = 0 yx(0) = 0
yxx(1) = 0 yxx(1) = 0
yxxx(1) =
F0L3
EI
yxxx(1) = 0
Tabla 2.1: Condiciones de contorno para una micropalanca excitada magnética y
acústicamente. En el caso de la excitada magnéticamente, la fuerza en la punta es
igual a F0L
3
EI
. En el caso de la excitada acústicamente, la base oscila con una amplitud
F0/k.
fhydro = a1(ω)L
4 ∂
∂t
(
∂4w(x, t)
∂x4
)
+ c(ω)L4
∂w(x, t)
∂t
(2.71)
donde a1(ω) y C(ω) son los coeﬁcientes del término correspondiente al roza-
miento interno y a la disipación en el medio
Si los efectos disipativos debidos a fricción interna son despreciables frente a
los debidos a la disipación en el medio, la ecuación de Euler-Bernoulli (ecuación
2.27) toma la forma:
EI
∂4w(x, t)
∂x4
+ µL4
∂2w(x, t)
∂t2
+ c(ω)L4
∂w(x, t)
∂t
= 0 (2.72)
Suponiendo w(x, t) = y(x)e−iωt se tiene que:
EI
∂4y(x)
∂x4
− (µL4ω2 + ic(ω)L4) y(x) = EI ∂4y(x)
∂x4
− α4(ω)y(x) = 0 (2.73)
Las soluciones de esta ecuación son de la forma:
y(x) = a1e
α(ω)x + a2e
−α(ω)x + a3 cosα(ω)x+ a4 sinα(ω)x (2.74)
Cuando la micropalanca es excitada magnéticamente se aplica una fuerza pun-
tual en su extremo libre. Cuando es excitada acústicamente, se aplica un movimiento
oscilatorio en su base que produce una oscilación en su extremo libre. Aplicando las
condiciones de contorno adecuadas (véase tabla 2.1) para cada método de excita-
ción es posible hallar la respuesta en el tiempo de la micropalanca a lo largo de su
longitud.
La ﬁgura 2.8a muestra el comportamiento en el espacio y en el tiempo de una
micropalanca de k = 0.01 N/m, A0 = 10 nm, f0 = 16 kHz y Q = 2 excitada magné-
ticamente. La ﬁgura muestra cómo oscila únicamente la punta de la micropalanca.
Sin embargo, la micropalanca excitada en la base (ﬁgura 2.8b) muestra la oscilación
de la base que da lugar a una oscilación desfasada en la punta. Si además calculamos
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Figura 2.8: Solución a la ecuación del movimiento bidimensional en función del
tiempo y de la posición en el eje longitudinal de una micropalanca de f0 = 16 kHz,
k = 0.01 N/m, A0 = 10 nm y Q = 2 excitada (a) magnéticamente (en la punta) y
(b) acústicamente (en la base).
amplitud y fase en función del observable correcto w(x, t) = ∂s(x,t)
∂x
≺ s(x, t)− zh(t)
como en el apartado anterior, se obtienen las mismas curvas de resonancia que las
que aparecían en la ﬁgura 2.7 utilizando el modelo unidimensional.
Fuerza incluida en la ecuación y condiciones de contorno nulas
La otra forma de operar es la que se ha implementado en las simulaciones.
Consiste en incluir la fuerza de excitación en la ecuación del movimiento:
EI
∂4w(x, t)
∂x4
+ µL4
∂2w(x, t)
∂t2
+ c(ω)L4
∂w
∂t
= (2.75)
=
{
−L4fexc cosωtδ(x− 1) Exc. Magnética
−µL4z¨h(t)− c(ω)L4z˙h(t) Exc. Acústica
(2.76)
siendo fexc la fuerza magnética aplicada por unidad de longitud y z˙h(t) y z¨h(t)
la velocidad y aceleración de la base de la micropalanca en excitación acústica. Las
condiciones de contorno son las correspondientes a una barra ﬁja en uno de sus
extremos y libre en el otro. Esto posibilita un desarrollo de w(x, t) en función de los
modos normales de oscilación φk(x) [116]:
w(x, t) =
∑
k
φk(x)Yk(t) (2.77)
Combinando las ecuaciones 2.76 y 2.76, multiplicando por φn(x), integrando a
lo largo de la longitud de la micropalanca y utilizando las propiedades de ortogona-
lidad de los modos normales se obtiene una ecuación diferencial ordinaria para cada
método de excitación:
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Y¨k(t) +
Ck(ω)
Mk
Y˙k(t) + ω
2
0,kYk(t) = (2.78)
=
{
fexc
µ
cos (ωt)φn(1) Exc. Magnética(
−Cn(ω)z˙h(t)
Mn
− z¨h(t)
) ∫ 1
0
φk(x)dx Exc. Acústica
(2.79)
donde
zh(t) =
F0
k
cos (ωt) (2.80)
Kk =
EI
L4
∫ 1
0
φk,xxx(x)φn(x)dx (2.81)
Mk =
∫ 1
0
µ(x)φ2k(x)dx = µ (2.82)
Ck =
∫ 1
0
c(x, ω)φ2n(x)dx = c(ω) (2.83)
ω20,k =
Kk
Mk
=
EI
µ
c4k
L4
(2.84)
Como se mencionó anteriormente, la ventaja de este método es la simpliﬁcación
que conlleva el haber operado con los modos normales de la micropalanca.
2.3.3. Simulaciones numéricas
Modelo teórico
Tanto el modelo unidimensional como el bidimensional han sido implementados
en las simulaciones numéricas. Se da la posibilidad al usuario de poder elegir el factor
de calidad o de calcularlo a través de los valores de densidad y viscosidad del medio.
En el modelo unidimensional se ha utilizado el modelo hidrodinámico de Chen [83]
que modela la micropalanca como una esfera e introduce un factor de corrección
para dar cuenta de la diferencia en geometría. En el modelo bidimensional se ha
considerado el modelo de cadena de esferas para la fuerza viscosa y el de Greenspon
para la inercial [90]. Las ecuaciones del movimiento se han resuelto mediante un
algoritmo Runge-Kutta de 4o orden [117].
Simulaciones numéricas
He simulado la dinámica de una micropalanca oscilando en aire y agua cuya
longitud es de 200 µm, anchura de 38.82 µm y frecuencia de resonancia cuando
no hay disipación de f0,vac = 19.86 kHz. Los valores utilizados para modelar ambos
medios son ρair = 1.18 kgm−3, ηair = 1.86 ·10−5 kgm−1s−1 y Qair = 100 y ρwater = 997
kgm−3, ηwat = 8.59 · 10−4 kgm−1s−1 y Qwater = 2 respectivamente.
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Figura 2.9: Curva de resonancia simulada para micropalancas de k = 0.2 N/m y
k = 10 N/m oscilando a f0 ≈ 20 kHz en (a)-(b) agua (Q = 4) y (c)-(d) aire
(Q = 100) bajo excitación magnética (línea continua) y bajo excitación acústica
(línea discontinua).
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Las curvas que aparecen en las ﬁgura 2.9a-b muestran el comportamiento de
dos micropalancas de constante de fuerzas diferentes (k = 0.2 N/m y k = 10 N/m)
excitadas magnética y acústicamente en un medio de factor de calidad bajo. La am-
plitud de las curvas correspondientes a la excitación acústica es cero para frecuencias
bajas y saturan a una constante para frecuencias más altas que la de resonancia,
mientras que las correspondientes a excitación magnética tienen un comportamiento
cualitativa y cuantitativamente distinto. Estas diferencias son bastante más apre-
ciables para micropalancas de constante de fuerzas y factor de calidad pequeños
(k = 0.2 N/m y Q = 2) (véase ﬁgura 2.9a). Además, se observa que la frecuencia a
la que la amplitud es máxima es mayor para micropalancas excitadas acústicamente.
Esto está de acuerdo a la expresión teórica dada por las ecuaciones 2.64 y 2.67.
Por otra parte, en las ﬁguras 2.9c-d se observa que la respuesta en frecuencia
es independiente del método de excitación en medios donde el factor de calidad es
alto. Esto ocurre para Q > 50 e implica que los resultados experimentales obtenidos
en aire no se verían afectados por el hecho de no utilizar el observable correcto. Esto
es debido a que el movimiento de la base (F0
k
= A0
Q
) no es apreciable en aire. Para la
misma amplitud libre, el factor de calidad Q puede ser de hasta 400 veces mayor en
aire que en líquidos. Las simulaciones numéricas concuerdan con lo presentado en las
expresiones analíticas (ecuaciones 2.64 y 2.67) y con lo observado en los experimentos
(véase ﬁgura 2.7) [86].
2.4. Conclusiones
La dinámica de una micropalanca oscilando en un medio depende de las pro-
piedades del medio en el que oscila. Por una parte, la densidad ρ del medio produce
un aumento de las fuerzas inerciales que dan lugar a un incremento de la masa efec-
tiva de la micropalanca meﬀ y a una consecuente disminución de la frecuencia de
resonancia de la micropalanca ω0. Por otra parte, estas fuerzas inerciales también
contribuyen a la disminución del factor de calidad Q de la micropalanca, si bien la
contribución principal a la disminución de Q es debido al efecto de la viscosidad η
del medio.
Para modelar los efectos hidrodinámicos debidos a la inmersión de la micro-
palanca en un medio se han de derivar expresiones teóricas que relacionen ω0 y Q
con ρ y η. Se han estudiados varios de estos modelos dependiendo del número de di-
mensiones consideradas. En particular, se ha presentado las hipótesis y conclusiones
fundamentales del modelo semi-analítico de Sader utilizado para calcular las fuerzas
hidrodinámicas sobre una micropalanca rectangular vibrando en un ﬂuido.
Para modelar el comportamiento de la micropalanca es necesario introducir las
fuerzas hidrodinámicas en la ecuación del movimiento. La ecuación del movimiento
depende del número de dimensiones consideradas. Se han presentado las ecuaciones
del movimiento correspondientes al modelo unidimensional (o modelo de masa pun-
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tual) y al modelo bidimensional (o modelo continuo). Se han escrito estas ecuaciones
en función del observable correcto, esto es, de la deﬂexión de la micropalanca.
La dinámica de una micropalanca oscilando en un medio depende del modo
de excitación utilizado. Se ha comparado la excitación en la base con la excitación
en la punta de forma experimental, y también a través de expresiones teóricas y
de simulaciones numéricas. Cuando las ecuaciones están escritas en función del ob-
servable correcto (deﬂexión), se observa una dependencia de la curva de resonancia
de la micropalanca en el modo de excitación tanto utilizando el modelo de masa
puntual como utilizando el modelo continuo. En medios con factor de calidad alto
como el aire esta dependencia no se observa de forma experimental debido a que el
valor de Q es alto y la base de la micropalanca no se mueve apreciablemente. Sin
embargo, en medios con factor de calidad bajo como el agua, la diferencia entre una
micropalanca excitada acústicamente y una micropalanca excitada magnéticamente
es signiﬁcativa tanto cualitativa como cuantitativamente, en particular cuando se
utilizan micropalancas de baja constante de fuerzas k < 1 N/m.
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Capítulo 3
La microscopía de fuerzas bimodal
3.1. Introducción
3.1.1. La microscopía de fuerzas multifrecuencia
La microcopía de fuerzas bimodal [118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128] se engloba dentro del marco de la microscopía de fuerzas multi-
frecuencia. La microscopía de fuerzas multifrecuencia toma su nombre de utili-
zar frecuencias alternativas a la de excitación para extraer información de la vi-
bración de la micropalanca y consecuentemente de la muestra. Estas frecuencias
pueden corresponder, bien a armónicos superiores de la frecuencia de oscilación
(cuya frecuencia son múltiplos enteros de ωosc) [87, 129, 130, 131], o bien a mo-
dos de vibración ﬂexurales o torsionales superiores de frecuencia de resonancia ωn
[50, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 132]
La microscopía de fuerzas multifrecuencia basada en la excitación de armónicos
superiores de la frecuencia de excitación encuentra su régimen óptimo de operación
en régimen repulsivo en aire y en medio líquido, ya que en ellos la amplitud de
los armónicos superiores es alta. El interés principal de estos armónicos superiores
reside en su capacidad para la reconstrucción de la fuerza de interacción [87, 133],
aunque también han sido utilizados para implementar una realimentación adicional
que solucione los problemas de deriva en líquidos [130], o para tomar imágenes en
canales auxiliares [129, 131]. Este tipo de microscopía de fuerzas multifrecuencia se
verá en detalle en el capítulo 5.
La microscopía de fuerzas multifrecuencia engloba también métodos que no se
basan en armónicos de la frecuencia de excitación, sino en modos más altos de osci-
lación. Como vimos en el capítulo anterior, una barra oscilante tiene inﬁnitos modos
de vibración φn, tanto ﬂexurales como torsionales. Podemos excitarla a cualquiera
de ellos, teniendo en cuenta que a medida que nos alejemos en el orden del modo,
mayor será su correspondiente ki y ω0i [84]. Estos modos se pueden utilizar de for-
mas muy diversas. Una de las más interesantes consiste en excitar la micropalanca
en su segundo modo ﬂexural para medir con una amplitud libre muy pequeña; el
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hecho de que la constante de fuerzas de modos superiores sea más alta que la del
fundamental evita que la micropalanca se quede pegada a la muestra por efecto de
las fuerzas capilares [132]. Sin embargo, la excitación de la micropalanca a las fre-
cuencias de resonancia correspondientes a estos modos de vibración también tiene
sus inconvenientes. La constante de fuerzas ki del modo i está relacionada con la
sensibilidad del modo. La aparición de una fuerza de interacción produce un cambio
en la frecuencia de resonancia de la micropalanca; para un cambio determinado de la
frecuencia de resonancia, habrá menos variación de la amplitud y de la fase cuanto
más ancho sea el pico de resonancia. La anchura del pico ∆ω está determinada por:
∆ωi =
ω0,i
Qi
(3.1)
Cuanto mayor sea ki mayor será ω0,i (véase ecuación 2.24). Además, también
aumentará Qi [96]. Sin embargo, el aumento en ki con el orden del modo i es menor
que el aumento en Qi, por lo que cuanto mayor sea el orden del modo más ancho
sera el pico de resonancia y menos sensible será el modo i de oscilación.
Otro ejemplo de microscopía de fuerzas multifrecuencia es la desarrollada por
Sahin y colaboradores, quienes han utilizado modos torsionales y micropalancas
modiﬁcadas para reconstruir la fuerza de interacción de una forma muy elegante
[50] (véase capítulos 1 y 4).
3.1.2. La microscopía de fuerzas bimodal
La microscopía de fuerzas bimodal consiste en excitar la micropalanca a las
frecuencias de resonancia de sus dos primeros modos ﬂexurales de vibración (lo que
se denomina excitación bimodal) [118]. En la microscopía de fuerzas convencional se
excita únicamente un modo de vibración y se mide la respuesta de la micropalanca a
la frecuencia correspondiente. De esta oscilación se extrae la amplitud y el desfase con
respecto a la excitación (o el cambio en la frecuencia de resonancia de la micropalanca
y la disipación si se opera en modulación en frecuencia). Esto es, existen dos canales
para extraer información. Si se excita también un modo adicional, la micropalanca
responde en las frecuencias correspondiente a los dos modos [118]. De esta forma
los canales de los que se puede obtener información se duplican. Ahora es posible
extraer la amplitud y la fase (o cambio en frecuencia de resonancia y disipación si se
opera en modulación en frecuencia) correspondientes a ambos modos de vibración.
La importancia de la microscopía de fuerzas bimodal reside en estas variables
adicionales. Muchos de los trabajos más representativos de la última época en cuan-
to a resolución atómica [32, 69, 134] se reﬁere (véanse la ﬁgura 1.3f de la página 9 y
la ﬁgura 1.7 de la página 19), coinciden en que la resolución lateral se optimiza utili-
zando canales que no están sujetos a la realimentación. En el caso de la microscopía
bimodal modulada en amplitud, estos canales son tres: fase del primer y segundo
modo (φ1 y φ2) y amplitud del segundo modo (A2).
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La dinámica del microscopio resulta en este caso más compleja, pero las ven-
tajas que la microscopía bimodal llevan consigo superan con creces las diﬁcultades
que aparecen. Estas ventajas son:
• Aumento en la resolución lateral de la imagen.
La resolución lateral es la capacidad del microscopio de distinguir dos objetos
separados una determinada distancia. En las imágenes que se presentan en la
siguiente sección se observa un aumento en la resolución lateral en el canal
del segundo modo con respecto al canal de topografía. Las razones por las que
esto ocurre están bajo debate y se discutirán a lo largo de esta tesis. En este
capítulo también se presentan simulaciones con el objetivo de entender dicho
aumento y los parámetros de los que depende.
• Aumento en el contraste de fase conservativo.
La fase del primer modo está ligada a la energía disipada entre la punta y
la muestra. Suponiendo que el movimiento de la punta es armónico y que la
energía de la fuerza de excitación se pierde hidrodinámicamente en el medio o
disipativamente en la muestra [135, 136] se tiene que:
Edis,n =
piknAn
Qn
(
A0n sinφn − Anω
ω0n
)
(3.2)
En el capítulo 4 se discutirá en detalle esta ecuación. En lo que a este capítulo
se reﬁere, se incluye la expresión porque explica la importancia de los canales
bimodales como canales adicionales a través de los que se puede extraer in-
formación composicional. Cuando las fuerzas son conservativas (Edis = 0) y la
realimentación mantiene la amplitud del primer modo igual a una amplitud
de trabajo (A1 = Asp), la fase del primer modo está bloqueada. Sin embargo,
A2 no es constante y consecuentemente φ2 también varía, proporcionando un
contraste puramente conservativo. Este hecho está bien establecido [137, 138]
y se aprecia en muchas de las imágenes que aparecen en la siguiente sección.
3.1.3. Objetivos
El objetivo fundamental de este capítulo es la implementación de la micros-
copía de fuerzas bimodal en líquidos. Se intentarán trasladar las características que
hacen de la microscopía de fuerzas bimodal una alternativa a la microscopía de
fuerzas convencional (aumento en la resolución lateral y contraste composicional
conservativo) al medio líquido. Además, se intentarán comprender estas caracterís-
ticas para así aplicarlas de forma práctica en los experimentos.
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3.2. Resultados experimentales
3.2.1. Implementación de la microscopía de fuerzas bimodal
La implementación de la microscopía de fuerzas bimodal requiere dos genera-
dores de señales para crear la señal de excitación bimodal, dos lock-in ampliﬁer para
extraer la amplitud y fase de cada modo, y un circuito sumador para enviar la señal
bimodal a la micropalanca (véase ﬁgura 3.1). En nuestro laboratorio existen varias
unidades que fueron fabricadas antes de mi llegada, y que incluyen un generador de
señales y dos lock-in adicionales en una unidad compacta (unidad bimodal) que se
conecta al controlador del microscopio. Se ha encontrado que en algunos casos el
uso de la unidad bimodal es recomendable debido a las altas ganancias que tiene
y de las que carecen los lock-ins adicionales de los microscopios comerciales. Estas
ganancias pequeñas implican la necesidad de una amplitud de excitación alta para
obtener una amplitud apreciable del segundo modo, lo que en muchas ocasiones su-
pone un aumento no deseado del ruido electrónico. Los experimentos se han llevado
a cabo en tres tipos de microscopio: un Multimode (Veeco), un MP3-3D (Asylum
Research) y un microscopio optimizado en el que se ha minimizado el ruido electró-
nico [6] (véase apéndice 6.7). En todos ellos se han podido obtener imágenes en los
canales bimodales, si bien la resolución lateral de las mismas está determinada por
el microscopio utilizado y el medio en el que está inmersa la muestra.
3.2.2. Experimentos en condiciones ambiente
La microscopía de fuerzas bimodal ya había sido utilizada para tomar imáge-
nes de alta resolución de muestras especialmente difíciles. En microscopía de fuerzas
se entiende como complicada una muestra fácil de destruir cuando se mide. Como se
mencionó en la introducción, el inconveniente de los modos estáticos es que las fuer-
zas aplicadas son altas. A pesar de que se utilizan micropalancas de menor constante
de fuerzas para minimizar la fuerza aplicada, las fuerzas de contacto pueden llegar
a ser órdenes de magnitud mayores que las fuerzas de no contacto [19], dependiendo
de la distancia entre la punta y la muestra. En particular, el grupo de Engel en
Basilea es mundialmente conocido por sus imágenes de alta resolución sobre redes
bidimensionales de proteínas utilizando el modo de contacto (véanse ﬁguras 1.9 y
1.10 en el capítulo 1). Las fuerzas aplicadas en estos casos están entre 0.1 y 1 nN
[139]. Las proteínas individuales carecen del soporte lateral que tienen las proteínas
que constituyen un cristal bidimensional. Hasta mi conocimiento, no existen imá-
genes de proteínas individuales en modo contacto, ya que si intentamos tomar una
imagen en modo contacto de una proteína sobre un sustrato la arrastraremos debido
a que la fuerza entre la punta y la muestra es superior a la que mantiene unida la
proteína al sustrato. En el peor de los casos, la fuerza aplicada será incluso superior
a la que mantiene ligada los fragmentos constituyentes de la proteína entre sí y la
destruiremos. Por esta razón, los modos dinámicos son necesarios para la adquisición
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Figura 3.1: Implementación de la excitación bimodal en el microscopio. La señal
bimodal se utiliza como excitación de la micropalanca. Los lock-in ampliﬁers extraen
la respuesta de la micropalanca a las frecuencias del primer y segundo modo de
oscilación ﬂexurales. La realimentación mantiene A1 constante, mientras que existen
tres canales auxiliares A2, φ1 y φ2 válidos para la adquisición de imágenes.
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de imágenes de moléculas individuales. Además, si es posible es esencial trabajar en
el modo atractivo para así minimizar la fuerza aplicada [140].
Bajo estas condiciones de medida se pueden observar los fragmentos Fab y
Fc constituyentes de un anticuerpo IgG cuyo tamaño es de aproximadamente 6
nm en condiciones ambiente [140]. Para ello es esencial utilizar una amplitud libre
pequeña (A0 < 6 nm) para así aumentar la resolución lateral. Como mencioné en
la introducción, esto minimiza la contribución de las fuerzas de largo alcance y
maximiza las de las fuerzas de corto alcance, ya que de esta forma la micropalanca
opera en un rango donde existe una variación más rápida de la fuerza con la distancia.
Esto implica trabajar con una micropalanca de constante de fuerzas muy alta (k = 40
N/m) para así incrementar la energia de la micropalanca y evitar que ésta se pegue
a la superﬁcie debido a las fuerzas capilares existentes.
La microscopía de fuerzas bimodal en aire también es capaz de resolver los
constituyentes de un anticuerpo IgG. La ventaja de utilizarla reside en que las con-
diciones de trabajo necesarias son más sencillas de obtener desde el punto de vista
experimental. En particular, en 2007 se obtuvieron imágenes bimodales en las que se
podían observar los fragmentos constituyentes de anticuerpos IgG y de anticuerpos
pentaméricos IgM [121] con una amplitud libre de hasta 20 nm y consecuentemente
una distancia punta-muestra media mayor y una menor fuerza media aplicada. La
microscopía de fuerzas bimodal también ha sido utilizada por otros grupos de forma
exitosa en el régimen repulsivo [120, 124].
En esta sección se presentan los resultados obtenidos en condiciones ambien-
te y que coinciden en gran medida con los experimentos realizados anteriormente.
Todas las muestras biológicas han sido depositadas sobre mica debido tanto a sus
propiedades topográﬁcas (es muy plana) como a sus propiedades eléctricas (está
cargada negativamente en agua, lo que favorece la ﬁsiadsorción de las proteínas).
En la ﬁgura 3.2 se puede observar imágenes de anticuerpos IgG sobre mica
en aire. Estos tetrámeros están constituidos por cuatro cadenas polipéptidas (dos
pesadas y dos ligeras) que forman una estructura en forma de Y griega compuesta
por dos fragmentos Fab o fragmentos de unión al antígeno y por un fragmento Fc.
Cada fragmento mide entre 6 y 6.5 nm, por lo que el tamaño del anticuerpo depen-
de de la conﬁguración en la que éste se deposite sobre el sustrato. Se pueden hallar
anticuerpos depositados sobre mica en forma de Y griega fácilmente cuyas dimen-
siones laterales medidas mediante microscopía de fuerzas son entre 12 y 20 nm. Los
anticuerpos IgG (Sigma Aldrich - I8260) fueron diluidos en agua destilada hasta
una concentración de 1:1000 e incubados durante 20 s sobre mica recién exfoliada.
Después se enjuagó la muestra con agua destilada y se secó con un ligero ﬂujo de
N2. La ﬁgura 3.2 muestra las imágenes obtenidas en dos experimentos diferentes.
En el primer experimento se estudia la muestra utilizando la microscopía de fuer-
zas convencional. Las imágenes que aparecen en las ﬁguras 3.2a-c corresponden a
imágenes de topografía con amplitudes libres muy bajas (A01 < 6 nm) y una micro-
palanca de constante de fuerza muy alta (k1 ≈ 40 N/m). En ellas se distinguen los
tres fragmentos que forman un anticuerpo IgG. En el segundo experimento, realiza-
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Figura 3.2: (a)-(c) Imágenes de topografía de un anticuerpo IgG en aire sobre mica
utilizando la microscopía de fuerzas convencional en modulación de amplitud. (d)-(f)
imágenes de φ2 y esquema de un anticuerpo IgG en aire sobre mica. Las imágenes de
φ2 muestran los tres fragmentos del anticuerpo. Imágenes de (g) topografía, (h) φ1 y
(i) φ2 de un anticuerpo IgG en aire sobre mica utilizando la microscopía de fuerzas
bimodal que muestran el contraste conservativo que el canal de φ2 proporciona
cuando el canal φ1 está bloqueado.
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do con otro tipo de micropalancas, se estudia la muestra utilizando la microscopía
de fuerzas bimodal. Las ﬁguras 3.2d,f presentan imágenes en el canal de fase del
segundo modo obtenidas con unas amplitudes libres casi del triple (A01 ≈ 20 nm) y
una constante de fuerzas de la micropalanca cuatro veces menor (k1 ≈ 10 N/m) que
las utilizadas en el experimento anterior. Se puede observar que la resolución lateral
obtenida en el canal de φ2 es idéntica a la obtenida en el canal de topografía en el
experimento realizado utilizando microscopía de fuerzas convencional, pudiéndose
también diferenciar los tres fragmentos del anticuerpo. Éste es el aumento de reso-
lución lateral que proporciona el segundo modo con respecto al canal de topografía
y que fue mencionado en la introducción.
En el segundo experimento que se muestra también se ha estudiado el contraste
conservativo también anteriormente mencionado en la introducción. Las ﬁguras 3.2g-
i corresponden a las imágenes de topografía, fase del primer modo (φ1) y fase del
segundo modo (φ2) respectivamente. La imagen de φ1 en modulación en amplitud
(véase ﬁgura 3.2h) es un mapa del contraste disipativo en la muestra (veáse ecuación
3.2). Si existe energía disipada es difícil pensar que ésta es la misma sobre dos
muestras de propiedades mecánicas diferentes. Lo más coherente es pensar que la
energía disipada, de existir, es muy pequeña, y que la fuerza se puede aproximar
por una fuerza conservativa. Esto coincide con el hecho de que la imagen se toma en
régimen atractivo y con una amplitud de trabajo muy cercana a la amplitud libre.
Sin embargo, en estas condiciones el contraste de fase en el segundo modo φ2 no
está bloqueado (véase ﬁgura 3.2i) y proporciona un mapa del contraste conservativo
sobre la muestra.
La ﬁgura 3.3(a) corresponde a la imagen de φ2 de una muestra bien distribuida
de anticuerpos pentaméricos IgM sobre mica en aire. Estos anticuerpos son de mayor
tamaño (alrededor de 30 nm) ya que están formados por cinco anticuerpos IgG y
una cadena polipéptida (cadena j) que une dos de las cadenas polipéptidas de los
anticuerpos IgG entre sí. Para la preparación de la muestra, los anticuerpos IgM
(Sigma Aldrich - A6029) fueron diluidos hasta una concentración de 1:60 e incubados
durante 30 segundos sobre mica recién exfoliada. Después se enjuagó la muestra con
agua destilada y se secó con un ligero ﬂujo de N2. En las imágenes de topografía
(ﬁguras 3.3b,c) no se observan las subunidades. Sin embargo, las correspondientes
imágenes de φ2 (ﬁguras 3.3d,e) muestran un aumento sustancial de la resolución
lateral, ya que se pueden distinguir las subunidades correspondientes a los IgG que
lo forman y en algunos casos incluso fragmentos constituyentes de estos IgG. En la
ﬁgura no se muestran las imágenes de φ1 debido a su ausencia de contraste, al igual
que se había encontrado en las imágenes correspondientes a los anticuerpos IgG
adquiridas en microscopía de fuerzas bimodal. En este caso, la constante de fuerza
de la micropalanca utilizada es también de aproximadamente k ≈ 10 N/m. Sin
embargo, la amplitud libre era menor (A0 ≈ 15 nm) que en el caso del experimento
realizado sobre la muestra de anticuerpos IgG debido a que es necesario disminuir A0
porque la altura de los anticuerpos IgM diﬁculta las medidas en régimen atractivo
con amplitudes libres altas.
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Figura 3.3: (a) Imagen de φ2 de una muestra bien distribuida de anticuerpos penta-
méricos IgM en aire sobre mica utilizando la microscopía de fuerzas bimodal. Imá-
genes de (b)-(c) topografía y (d)-(e) φ2 de dos anticuerpos IgM. (f) Modelo del IgM
construido a partir de la secuencia de sus aminoácidos y de un modelo cristalográﬁco
del fragmento Fc del IgE tal y como aparece en [141]
La última imagen que se presenta en este capítulo en condiciones ambiente
corresponde a una muestra de ﬁbras de colágeno sobre mica. Las ﬁbras de colágeno
constan de tres cadenas α enrolladas y unidas mediante puentes de hidrógeno que
forman una triple hélice dextrógira con una distancia entre las vueltas de 8.6 nm.
La ﬁgura 3.4a muestra una imagen de topografía correspondiente a una A0 = 15 nm
adquirida con una micropalanca de constante de fuerzas k ≈ 10 N/m. Tanto en la
imagen de A2 como en la de φ2 (véanse ﬁguras 3.4b y 3.4c) se observan detalles que
no están presentes en la imagen de topografía, mostrando incluso la periodicidad de
la hélice.
Se ha comprobado que la imagen en los canales bimodales A2 y φ2 depende
del cociente de amplitudes libres A01/A02. En los experimentos presentados en esta
sección es del orden de 20. Se ha observado que para incrementar el contraste bimodal
es fundamental maximizar el cociente de amplitudes libres. Para ello se puede, bien
maximizar A01 hasta el límite que permita la operación en el régimen atractivo
(para una punta de R ≈ 2 nm, A01 < 20 nm), o bien disminuir A02 hasta el límite
que permita el nivel de ruido del microscopio (en nuestro montaje experimental,
A02 > 0.5 nm).
3.2.3. Experimentos en líquidos
La implementación de la microscopía de fuerzas bimodal en líquidos es un paso
natural que el método exigía, ya que su máxima ventaja en condiciones ambiente era
su aplicación a la medida de muestras frágiles (facilitado por el aumento de resolución
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Figura 3.4: Muestra de ﬁbras de colágeno en aire sobre mica utilizando la microscopía
de fuerzas bimodal. Imágenes de (a) topografía, (b) φ2 y (c)-(d) A2 utilizando la
microscopía de fuerzas bimodal.
lateral con amplitudes libres grandes, lo que implica una distancia media entre la
punta y la muestra grande). Estas muestras frágiles suelen ser de origen biológico y
tener como medio natural el líquido. Existen dos motivos principales para intentar
medir las muestras en su medio ﬁsiológico. Por una parte, estas proteínas medidas
en condiciones ambiente se deshidratan, lo que modiﬁca su forma y tamaño. Por
otra, también se desnaturalizan, perdiendo su funcionalidad. Al medir en líquidos
las complicaciones que aparecen son principalmente dos.
Por una parte, las fuerzas hidrodinámicas (véase el capítulo 2) modiﬁcan la
dinámica de la micropalanca. La excitación acústica es la excitación más sencilla de
implementar desde el punto de vista experimental. Por esta razón, el espectro de la
micropalanca es difícil de interpretar (véase la ﬁgura 2.2a de la página 42). En estas
condiciones es difícil tanto encontrar las frecuencias correspondientes a los primeros
dos modos ﬂexurales como obtener una imagen estable.
Por otra parte, las fuerzas de interacción entre punta y muestra se ven modi-
ﬁcadas. Las fuerzas atractivas de Van der Waals en líquidos son muy pequeñas (la
constante de Hamaker disminuye un orden de magnitud) [19]. La razón de esto es
el apantallamiento eléctrico que las moléculas polares de agua provocan. Bajo estas
circunstancias, es prácticamente imposible medir en el régimen atractivo, régimen
que había proporcionado condiciones óptimas de operación bimodal en condiciones
ambiente.
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Celda de ﬂuidos
Al igual que ocurría en la microscopía de fuerzas convencional en líquidos (véa-
se el capítulo 2), en la microscopía de fuerzas bimodal es fundamental optimizar el
espectro de una micropalanca excitada acústicamente en líquidos. Este espectro de-
pende de la celda de ﬂuidos y el tipo de micropalancas utilizadas. La mayor parte
de experimentos en líquido se han realizado en una celda como la de la ﬁgura 3.5a,
donde la colocación del piezoeléctrico en la celda de ﬂuidos provoca una vibración
de la celda completa y la consecuente aparición de un bosque de picos en el espectro
en frecuencia. Es necesario llevar a cabo un análisis de ruido térmico para encon-
trar las resonancias reales de la micropalanca. Cuando la fuerza de excitación es
nula la oscilación temporal de la micropalanca sólo se debe al ruido térmico. Si se
registra esta oscilación y a continuación se realiza una transformada de Fourier se
pueden hallar las frecuencias correspondiente al primer y al segundo modo de osci-
lación de la micropalanca vibrando en líquidos. Una vez halladas, el usuario debe
situarse en un pico de resonancia cercano a las mismas; en algunos casos esto es
sencillo, pero en otros casos las resonancias reales están situadas en una parte del
espectro bastante plana. Se ha estudiado el espectro correspondiente a tres tipos de
micropalanca. Por una parte, micropalancas rectangulares (micropalancas Olympus
OMCL-RC800PSA) de constante de fuerzas k = 0.39 N/m cuya frecuencia de reso-
nancia del primer y del segundo modo en agua es de f01 ≈ 22.4 kHz y f02 ≈ 135 kHz
respectivamente. En la ﬁgura 3.5b se puede observar que para la misma amplitud de
excitación, la respuesta del segundo modo es más de 10 veces mayor que la del prime-
ro. Esto hace que estas micropalancas sean muy recomendables para obtener buenas
imágenes bimodales. También se utilizaron micropalancas rectangulares (más largas
y de menor constante de fuerzas k = 0.05 N/m) con f02 = 8 kHz y f02 = 50kHz. En
este caso, la respuesta del segundo modo (ﬁgura 3.5c) es muchísimo menor que la del
primero. Esto también sucede utilizando micropalancas triangulares de constante de
fuerzas k = 0.35 N/m (micropalancas Olympus OMCL-TR400PSA) de f01 = 6.6
kHz y f02 = 60 KHz (ﬁgura 3.5d). La razón de esta diferencia es que en el rango
de frecuencias entre 45 y 75 kHz el espectro del líquido de la celda es muy plano y
su convolución con el de la micropalanca produce una reducción en la magnitud del
pico del segundo modo cuando la frecuencia de éste está dentro de este rango. Las
micropalancas óptimas para la topografía (véase ﬁgura 3.5c, donde el pico térmico
coincide con una resonancia del ﬂuido de la celda alrededor de 9 kHz) no lo son
para optimizar la respuesta bimodal. Por esta razón, en los experimentos realizados
en líquidos se han utilizado las micropalancas rectangulares de constante de fuerzas
más altas (ﬁgura 3.5b) a pesar de que con ellas existen diﬁcultades a la hora de
obtener una buena topografía debido a que el pico correspondiente al primer mo-
do queda en una zona del espectro bastante plana y el incremento en F01 que esto
conlleva implica un incremento no deseado en el ruido electrónico. Si se hubiera uti-
lizado excitación magnética no se hubiera tenido este problema y se hubiera podido
optimizar tanto el canal de topografía como los canales bimodales.
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Figura 3.5: (a) Celda de ﬂuidos comercial. El piezoeléctrico hace vibrar la celda com-
pleta y no sólo la micropalanca. Espectros en agua para una micropalanca excitada
acústicamente (b) rectangular, k = 0.39 N/m, (c) rectangular, k = 0.05 N/m y (d)
triangular, k = 0.35 N/m. Las líneas discontinuas señalan las frecuencias corres-
pondientes al primer y al segundo modo de resonancia ﬂexural obtenidas en base al
análisis del espectro de ruido térmico.
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Debido a que en agua no es generalmente posible medir en régimen atracti-
vo, las fuerzas aplicadas sobre la muestra son mucho mayores a pesar de que las
micropalancas utilizadas en este medio son más blandas. Este aumento de la fuer-
za máxima y media debido a la presencia de las fuerzas de contacto hace que sea
más difícil tomar imágenes de moléculas individuales en medio líquido sin dañarlas
ni arrastrarlas. Además, las micropalancas óptimas para la obtención de la imagen
bimodal no lo son para la de topografía, y el rango de operación se limita aún más.
Por ambos motivos la microscopía de fuerzas bimodal, que se aplica fácilmente en
condiciones ambiente, es más difícil de implementar en líquidos.
A pesar de estas diﬁcultades, se han podido obtener imágenes de anticuerpos
pentaméricos IgM en agua con buena resolución. En la ﬁgura 3.6a se presenta una
imagen de fase del segundo modo, en la que se observa una distribución uniforme
de anticuerpos en los que se pueden distinguir los cinco monómeros que los forman.
También están presentes las dos características principales propias de la microsco-
pía de fuerzas bimodal. Por una parte, las ﬁguras 3.6d-g muestran el aumento en
resolución lateral: en la imagen de φ2 es posible observar los monómeros e incluso la
cadena J, mientras que en la imagen de topografía éstos no se diferencian. Por otra
parte, las ﬁguras 3.6h-k son representativas del mapa de contraste conservativo que
se tiene en los canales bimodales. El bloqueo de contraste en φ1 indica que no exis-
te contraste disipativo, lo que implica que la disipación, de existir, es despreciable
frente a las interacciones elásticas. Sin embargo, el segundo modo no está sujeto a
realimentación y el contraste en φ2 proporciona un mapa del contraste conservativo
sobre la muestra. El cociente de amplitudes utilizado en estas imágenes es bastante
alto (A01 = 9.4 nm, A02 = 1.4 nm y Asp = 6.7 nm), aunque casi la mitad que el que
optimizaba las medidas en aire.
Otra muestra con la que he trabajado sistemáticamente para estudiar la mi-
croscopía de fuerzas en líquidos es la chaperonina GroEL (ﬁgura 3.7). Esta proteína
es un tetradecámero (consta de 14 subunidades) que forma dos anillos (cis y trans)
consistentes en siete subunidades cada uno. Los estudios por cristalografía de rayos
x indican que su diámetro es de aproximadamente 14 nm, su altura de aproximada-
mente 15 nm y tiene un canal central de aproximadamente 4.5 nm de diámetro. Las
proteínas de GroEL mantienen su conformación nativa cuando se depositan sobre la
mica, que es hidrofílica. Se unen a ella a través de su dominio apical, conservando sus
dominios hidrofóbicos en el interior y formando un cristal bidimensional [142, 143].
En principio se podría pensar que este cristal bidimensional soporta mejor las fuerzas
aplicadas, al estar las proteínas conﬁnadas en el plano horizontal xy, como ocurre
en el resto de cristales bidimensionales (véase los cristales bidimensionales de bR en
los capítulos 1 y 5). Sin embargo, la red bimidensional que el GroEL forma ha de
ser medida bajo la aplicación de fuerzas pequeñas, ya que un pequeño cambio en la
fuerza de interacción puede llegar, o bien a diseccionar el anillo de GroEL [73], o a
destruir grandes áreas de la red. Por ello las imágenes obtenidas tienen una amplitud
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Figura 3.6: (a) Imagen de φ2 de una muestra de anticuerpos IgM en agua utilizando
la microscopía de fuerzas bimodal y una celda de ﬂuidos comercial. En el recuadro,
respuesta en frecuencias de la micropalanca que muestra el bosque de picos debido
a las resonancias de la celda y del líquido de la celda y frecuencias de resonancia
del primer y segundo modo de oscilación (líneas discontinuas) halladas a través
de un análisis del espectro de ruido térmico. Imágenes de (b) topografía y (c) φ2
de un anticuerpo IgM y (d)-(e) sus correspondientes perﬁles a lo largo de las líneas
punteadas en (b)-(c). Imágenes de (f) topografía, (g) φ1 y (h) φ2 y (i) correspondiente
perﬁl a lo largo de la linea punteada en (g)-(h) que muestran el bloqueo en el
contraste de φ1 y la imagen de φ2 como un mapa del contraste conservativo sobre
la muestra.
de trabajo1 muy alta (Asp = 0.95A01) y son muy sensibles a operar en un pico lejano
al de resonancia. La red de GroEL se puede estudiar con o sin ﬁjarla a la mica por
medio de agentes químicos (por ejemplo, glutaraldehido). Se ha utilizado tanto buf-
fers que contienen Tris como buﬀers que contienen HEPES. Normalmente se utilizan
dos buﬀers, uno para incubar la muestra, en el que la presencia de electrolitos ha de
ser alta para favorecer la adsorción de la proteína al sustrato [144], y otra con una
concentración de sales más baja para medir la muestra. Se observan diferencias im-
portantes dependiendo de la punta y de la cantidad de agregados que esté presente
en los buﬀers utilizados. En particular, para adquirir imágenes sobre la muestra de
GroEL de la ﬁgura 3.7 se disolvió la proteína hasta obtener una concentración ho-
mogénea de 50µg/ml en buﬀer de pH 7.5 preparado con 50mM de Tris-HCl, 150mM
KCl y 10mM MgCl2. Luego se incubó sobre la mica durante 40 minutos, se añadió
glutaraldehido (diluido al 25%) durante 5 minutos y se enjuagó la muestra con buf-
fer de 25mM de Tris-HCl, 150mM KCl y 10mM MgCl2. Para la adquisición de las
imágenes la muestra y la micropalanca fueron sumergidas en aproximadamente 60
1Existe un gran error experimental en relación a la estimación de la amplitud de trabajo de una
imagen en líquidos debido a la deriva del pico de resonancia: los cambios de temperatura pueden
producir cambios en la densidad de hasta un 2.5% en agua en condiciones ambiente que cambian
las fuerzas hidrodinámicas y afectan la dinámica de la micropalanca. Si se quiere hacer un análisis
riguroso lo más aconsejable es ﬁjar una realimentación adicional tal que la amplitud de trabajo no
varíe durante la imagen [130].
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Figura 3.7: (a)-(b) Imágenes de topografía de la red de GroEL en buﬀer, (c) estruc-
tura cristalina de una proteína de GroEL medida por cristalografía de rayos X tal
y como aparece en [145] y (d) imagen de una proteína de la red donde se resuelven
las 7 subunidades del anillo.
µl de este mismo buﬀer. Es importante que la muestra de GroEL no se deje secar en
ningún momento. La ﬁgura 3.7 muestra que las imágenes de topografía obtenidas
tienen una muy buena resolución, pudiéndose observar las siete subunidades de la
proteína con una A01 = 4 nm y una micropalanca de k = 0.37 N/m.
Cuando se intenta medir esta muestra en líquidos utilizando los parámetros
válidos para la microscopía de fuerzas bimodal sobre anticuerpos IgM en líquidos,
esto es, si se intenta utilizar un cociente de amplitudes A01/A02 de aproximadamente
6, la muestra de GroEL se destruye con facilidad. Sin embargo, se ha encontrado
que existe otro rango de amplitudes (A01 ≈ A02) pequeñas donde la imagen de φ2 es
mucho mejor que la imagen de topografía, que bajo esta situación es muy inestable.
En la ﬁgura 3.8a-b se muestra una imagen bimodal de GroEL sobre mica en los
canales de topografía y φ2 utilizando este cociente de amplitudes. Esta imagen ha
sido obtenida en un microscopio no comercial en el que el ruido electrónico ha sido
minimizado hasta obtener una densidad de ruido electrónico de 40fm/
√
Hz [6] en
líquidos (véase apéndice 6.7). En 2005 se publicaron imágenes con verdadera reso-
lución atómica en FM-AFM en líquidos utilizando un microscopio similar al que se
ha utilizado en estos experimentos [32]. Este microscopio ha posibilitado trabajar
con unas amplitudes libres muy pequeñas (A01 ≥ 100 pm). Esta minimización del
ruido electrónico ha hecho posible medir la periodicidad de la mica en líquidos uti-
70 La microscopía de fuerzas bimodal
Figura 3.8: Imagen de (a) topografía y (b) φ2 de la red de GroEL en buﬀer. Imagen
de (c) topografía, (d) φ2 y (e) esquema de la red de mica en buﬀer.
lizando la microscpía de fuerzas en modulación de amplitud, hasta mi conocimiento
algo no publicado hasta la fecha (véase ﬁgura 3.8d). Una vez se ha disminuido el
ruido electrónico, la elección de la constante de fuerzas de la micropalanca es un
factor decisivo para disminuir el ruido térmico. Es preciso utilizar micropalancas
con constante de fuerzas altas (k ≈ 40N/m) para que la posición de la micropa-
lanca no ﬂuctúe demasiado debido al ruido térmico y la punta no sienta la fuerza
de un promedio de átomos de la muestra, sino de uno sólo. Para la adquisición de
imágenes sobre la mica, se utilizó una micropalanca de k ≈ 40 N/m, f0 ≈ 130 kHz,
Q = 8, A01 ≈ 100 pm y Asp ≈ 0.9A01. En el caso de la red de GroEL, se utilizó
una micropalanca de menor constante de fuerzas para evitar dañar la red (k ≈ 0.73
N/m), f0 ≈ 22 kHz, Q = 6, A0 ≈ 300 pm y Asp ≈ 0.95A01. Las imágenes obtenidas
sobre mica y sobre GroEL se muestran en la ﬁgura 3.8. Las imágenes de topografía
(ﬁguras 3.8a,c) están sujetas a inestabilidades en la realimentación provocadas por
el uso de amplitudes libres tan pequeñas. Sin embargo, en las imágenes de φ2 estas
ﬂuctuaciones no están presentes. En la ﬁgura 3.8b se muestra una imagen de alta
resolución en el canal de φ2 de la red bidimensional de GroEL en la que se resuelven
las 7 subunidades del anillo. En la ﬁgura 3.8d también se observa una imagen de
alta resolución de la periodicidad de la mica que corresponde a las posiciones que
ocupan los átomos de silicio en la red teórica (ﬁgura 3.8e).
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3.3. Interpretación de los resultados experimentales
Para interpretar de forma teórica los resultados experimentales es necesario
modelar la respuesta de la micropalanca. Para ello se utilizarán las ecuaciones co-
rrespondientes a excitación magnética. A partir de la relación 2.79 se obtienen ecua-
ciones diferenciales ordinarias para los modos de vibración Yk(t) de una micropalanca
excitada en la punta e interaccionando con la muestra a través de una fuerza apli-
cada en la punta y dependiente en la distancia Fts(d). La proyección en la posición
de la punta sobre cada modo de oscilación zk(t) viene dada por:
zk(t) = φk(1)Yk(t) = 2(−1)kYk(t) (3.3)
Podemos escribir la ecuación del movimiento 2.79 en función de esta proyec-
ción:
z¨n(t) +
ω0,n
Qn
z˙n(t) + ω
2
0,nzn(t) =
Fexc(t) + Fts(d)
m
(3.4)
donde ω0,n, Qn son la frecuencia de resonancia y el factor de calidad de cada
modo de la micropalanca, m es la masa de la micropalanca y d es la distancia entre
la punta y la muestra (d(t) = zc − z(t)).
En modulación en amplitud, la micropalanca se excita siempre a una frecuencia
y amplitud constantes:
Fexc(t) = F0 cos(ωexct) (3.5)
Normalmente esta frecuencia coincide con la de resonancia de la micropalanca
(ωexc = ω0). En microscopía de fuerzas bimodal, la micropalanca se excita simultá-
neamente a las frecuencias correspondientes a los dos primeros modos ﬂexurales de
vibración:
Fexc(t) = F01 cos(ω1t) + F02 cos(ω2t) (3.6)
donde ω1, ω2, F01 y F02 son las frecuencias de resonancia y fuerzas de excitación
de los dos primeros modos. Ello hace que la micropalanca responda oscilando a las
frecuencias de los dos primeros modos. Suponiendo que las contribuciones de los
modos mayores a 2 son despreciables y que la de los armónicos de la frecuencia de
excitación también:
z(t) = z1 + z2 = A1 cos (ω1t− φ1) + A2 cos (ω2t− φ2) (3.7)
De tal forma que los dos primeros modos de la micropalanca en microscopía
de fuerzas bimodal cumplen el sistema de ecuaciones:
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z¨1(t) +
ω0,1
Q1
z˙1(t) + ω
2
0,1z1(t) =
F01 cos (ω1t) +
F02
m
cos (ω2t) + Fts(d)
m
(3.8)
z¨2(t) +
ω0,2
Q2
z˙2(t) + ω
2
0,2z2(t) =
F01 cos (ω1t) + F02 cos (ω2t) + Fts(d)
m
(3.9)
Bajo estas condiciones, las ecuaciones están acopladas debido a la dependencia
de la fuerza de interacción en ambos modos. Para estudiar este acoplamiento se
utilizarán simulaciones numéricas.
3.3.1. Optimización de los parámetros en aire
Como se mencionó en la introducción, existen dos características de la mi-
croscopía de fuerzas bimodal que presentan mejoras signiﬁcativas con respecto a la
operación habitual del microscopio: aumento en la resolución lateral, y posibilidad
de proporcionar contraste conservativo. En esta sección se intentarán dilucidar las
razones de dichas mejoras. Para estudiar lo que sucede en aire en régimen atractivo
se considerará como fuerza de interacción la del modelo DMT (que se verá con más
detalle en el capítulo 4):
FDMT(d) =
{
4E∗
√
R
3
(a0 − d)3/2 − HR6a20 d < a0
−HR
6d2
d ≥ a0
(3.10)
donde a0 es la distancia de equilibrio, H es la constante de Hamaker, E∗ el mó-
dulo de Young efectivo de la muestra, R el radio de la punta, y d la distancia entre la
punta y la muestra. El papel de la realimentación en la amplitud del primer modo es
esencial para explicar el mapa de φ2 como un mapa del contraste causado por fuerzas
conservativas. Por esta razón, en las ﬁguras se suele representar el correspondiente
canal bimodal A2 o φ2 frente al de A1 en lugar de hacerlo frente al de distancia media
zc. En la ﬁgura 3.9 se presenta lo obtenido en los canales de φ1, A2 y φ2 frente a A1
para una micropalanca de R = 40 nm, k1 = 8.1 N/m, k2 = 318.1 N/m, f01 = 103.4
kHz, f02 = 648.0 kHz, Q1 = 325.8 y Q2 = 779.2, A01 = 7.9 nm y A02 = 0.25 nm.
De esta forma, cuando se representan curvas correspondientes a E∗ = 500 MPa y
dos constantes de Hamaker diferentes (Ha = 4 · 10−20 J y Hb = 9 · 10−20 J) y se
ﬁja A1 = Asp, aparece de forma muy visual que el contraste en φ1 está bloqueado,
a diferencia de lo que sucede con el contraste en A2 y φ2 (véase ﬁgura 3.9). Hemos
denominado contraste en un canal a la diferencia entre las curvas en dicho canal
correspondientes a dos constantes de acoplo de la fuerza (en este caso, la diferencia
entre la curva correspondiente a Ha y la correspondiente a Hb) distintas. Aunque
el contraste en los canales bimodales aumente a medida que la amplitud de trabajo
Asp disminuye, es necesario evitar trabajar en ese rango para minimizar las fuerzas
aplicadas y evitar que la punta salte al régimen repulsivo.
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Figura 3.9: Comportamiento de φ1, A2 y φ2 frente a A1 en microscopía de fuerzas
bimodal y bajo el efecto de fuerzas conservativas para dos muestras con constante de
Hamaker diferente. Las líneas discontinuas indican el funcionamiento del microscopio
con realimentación en A1. A la amplitud de trabajo (A1 = Asp), φ1 no proporciona
contraste para los dos materiales y φ2 y A2 sí lo hacen.
Sin embargo, para comparar los canales de topografía, φ1, A2 y φ2 en cuanto a
sensibilidad se reﬁere, se representarán frente a zc, lo que corresponde a preguntar-
nos qué canal sería más sensible en ausencia de realimentación. Como se mencionó
en el capítulo 2, la sensibilidad depende de la anchura del pico de resonancia y por
tanto del cociente Qi/ki. Esto es, para un cambio en la fuerza de interacción da-
da, más abruptamente variará la amplitud y fase cuanto más estrecho sea el pico
de resonancia. Esto sería correcto si estuviéramos operando de forma convencional
(utilizando una única frecuencia de excitación) a la frecuencia del primer modo f01
o del segundo f02. Esto no es lo que sucede en la microscopía de fuerzas bimodal,
donde la excitación bimodal implica un acoplamiento entre ambos modos de oscila-
ción. Esto es, la fuerza Fts depende de ambos modos debido a su dependencia en la
distancia d entre la punta y la muestra, que viene dada por:
d = zc + z0 + z1 + z2 +O() (3.11)
donde z0 es la deﬂexión de la microplanca, z1 = A1 cos (ω1t− φ1) y z2 =
A2 cos (ω2t− φ2).
Esto provoca que el contraste del segundo modo esté muy condicionado por el
comportamiento del primero. La ecuación correspondiente a la oscilación del primer
modo (ecuación 3.8) es muy parecida a la que tendría la micropalanca oscilando
de forma convencional. Sin embargo, la ecuación correspondiente a la oscilación del
segundo modo 3.9 es muy distinta de la de un oscilador armónico forzado operando
a la frecuencia del segundo modo. Esto es debido a que para un cociente de ampli-
tudes A1/A2 alto, el término z2(t) es despreciable frente al término z1(t). La fuerza
de interacción que aparece en la ecuación correspondiente al segundo modo, que de-
pende de la distancia d, será por tanto muy dependiente de z1(t). Por esta razón, he
realizado simulaciones comparando el contraste en el canal bimodal φ2 para diversos
parámetros del primer modo con el ﬁn de encontrar los factores de los que depende,
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que, contrariamente a lo que se podría pensar, no están únicamente relacionados
con los parámetros del segundo modo.
La ﬁgura 3.10 presenta el contraste de los canales φ1 y φ2 frente a zc para
cocientes de amplitudes libres altos (A01/A02 ≈ 30−60). Se observa que el contraste
en φ1 tiene un máximo, mientras que el contraste en φ2 se invierte y en una región
está muy por encima que el contraste en φ1. Este incremento del contraste en la
fase del segundo modo con respecto al contraste en la fase del primer modo para un
cociente de amplitudes alto es lo que hemos denominado efecto bimodal.
3.3.2. Dependencia del efecto bimodal con el cociente de am-
plitudes.
En la ﬁgura 3.10 se estudia la dependencia del contraste en cada canal de
fase en relación al cociente de amplitudes libres A01/A02 para una micropalanca de
R = 13 nm, k1 = 4 N/m, k2 = 159 N/m, f01 = 103.8 kHz y f02 = 650.5 kHz. La
ﬁgura 3.10a-b muestra el efecto de disminuir A2 desde 0.53 nm a 0.23 nm a una A01
ﬁja (A01 = 12.85 nm) en el contraste de fase de ambos modos. Se observa que el
contraste del primer modo no depende de A2, mientras que el contraste del segundo
modo muestra la presencia de lo que hemos denominado efecto bimodal y que este
efecto se hace más signiﬁcativo cuando A02 disminuye a una A01 constante.
En las ﬁgura 3.10c-d se observa lo que ocurre si se disminuyen A1 y A2 man-
teniendo el cociente de amplitudes libres constante (A01/A02 ≈ 25). El contraste del
primer modo crece a medida que A01 decrece (véase ﬁgura 3.10c). Sin embargo, en
estas condiciones el efecto bimodal se hace menos signiﬁcativo y el contraste en la
fase del segundo modo disminuye (véase ﬁgura 3.10d). En principio, cuando A01 es
mayor las fuerzas máximas aplicadas son también mayores. A partir de la ecuación
3.11 se tiene que:
dmin = zc − A1 − A2 (3.12)
El contraste del primer modo parece verse aumentado a medida que la distancia
mínima es mayor y la fuerza máxima aplicada es menor. Sin embargo, el contraste
en el segundo modo, no parece seguir una dependencia signiﬁcativa con la fuerza
máxima aplicada, sino que tiene un comportamiento más complejo. El efecto bimodal
se hace mayor tanto cuando A2 decrece a A01 ﬁja (lo que correspondería a disminuir
la fuerza máxima aplicada), como cuando A1 crece a A01/A02 constante (lo que
correspondería a aumentar la fuerza máxima aplicada), situaciones en las que la
fuerza máxima tiene comportamientos diferentes. Lo único que es posible concluir
en base a las simulaciones realizadas es que para optimizar el contraste en el canal
de fase del segundo modo es necesario trabajar con una A01 alta y un cociente de
amplitudes libres A01/A02 también alto. La razón por la que esto ocurre está todavía
sin determinar.
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Figura 3.10: Simulaciones en aire utilizando una micropalanca de Q1 = 160 y Q2 =
480 para el contraste de fase obtenidos sobre muestras cuya constantes de Hamaker
son Ha = 10 · 10−20J y Hb = 12 · 10−20J . Comportamiento del contraste de fase del
(a) primer modo y (b) segundo modo cuando se disminuye A2 desde 0.53 nm a 0.26
nm y se mantiene A01 = 12.85 nm. Comportamiento del contraste de fase del (c)
primer modo y (d) segundo modo cuando se disminuye A2 desde 0.53 nm a 0.26 nm
al mismo tiempo que se disminuye también A1 desde 12.9 nm a 6.4 nm, de forma
que se mantiene constante A01/A02 ≈ 25.
76 La microscopía de fuerzas bimodal
Las simulaciones realizadas concuerdan con lo observado en los experimentos,
donde las condiciones óptimas de operación bimodal en aire se encuentran cuando
se maximiza el cociente de amplitudes A01/A02 y se maximiza también A01.
3.3.3. Dependencia del efecto bimodal con el factor de cali-
dad.
Para estudiar la dependencia del contraste bimodal con el factor de calidad de
ambos modos, se han realizado simulaciones variado Q1 y Q2 para una micropalanca
que oscila con A01 = 12.9 nm y A02 = 0.26 nm. Si se varía Q2 a Q1 constante e igual a
160 (ﬁguras 3.11a-b), se observa que el contraste de fase del primer modo permanece
constante (esto es un reﬂejo de que el segundo modo no afecta al primero), mientras
que el contraste de fase del segundo modo se incrementa a medida que aumenta Q2.
Esto es intuitivo si se visualiza que el pico de resonancia es entonces más estrecho
y el canal del segundo modo más sensible. Sin embargo, los resultados obtenidos
al variar Q1 manteniendo Q2 constante e igual a 240 (ﬁguras 3.11c-d) indican que,
mientras el contraste de fase del primer modo ahora sí depende del factor calidad,
y se incrementa al incrementar Q1 (de acuerdo con el hecho de que el primer modo
aumenta su sensibilidad), el contraste bimodal disminuye a medida que Q1 aumenta.
Estos resultados están de acuerdo con la ecuación del movimiento, donde el hecho de
que A2 << A1 produce que el primer modo sea casi independiente del segundo, pero
que el segundo no lo sea del primero. El aumento del contraste bimodal a medida que
Q1 disminuye podría ser una consecuencia de la dependencia del contraste bimodal
en el cociente de amplitudes libres. Si el contraste bimodal es sensible al cociente
entre amplitudes libres A01/A02 es lógico pensar que también lo sea al cociente entre
amplitudes A1/A2; de esta forma cuanto menor sea Q1, más suavemente disminuye
A1 a medida que zc disminuye y más alto es el cociente de amplitudes A1/A2.
3.3.4. Optimización de los parámetros en líquido
Al implementar la microscopía de fuerzas bimodal en líquidos, en muy pocos
casos he podido encontrar el rango de operación de A01 altas y A02 bajas que fun-
cionaba en aire utilizando la microscopía de fuerzas bimodal en régimen atractivo.
Esto es consecuencia de la naturaleza de las fuerzas de interacción en el líquido.
Por una parte, como se mencionó anteriormente, las fuerzas atractivas están muy
apantalladas, lo que hace su magnitud pequeña respecto a las fuerzas repulsivas de
contacto. Por otra, la disminución del factor de calidad impide tomar imágenes con
una fuerza de interacción pequeña en modulación en amplitud, ya que en el rango
donde las fuerzas son pequeñas en magnitud la amplitud no ha disminuido todavía
lo suﬁciente para que la realimentación opere correctamente. Ambos factores contri-
buyen a que el microscopio opere generalmente en modo repulsivo en líquidos. Por
esta razón, para simpliﬁcar el problema, en esta sección se estudiará la optimización
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Figura 3.11: Simulaciones en aire para el contraste sobre una muestra de constantes
de Hamaker Ha = 10 · 10−20J y Hb = 12 · 10−20J en el canal de fase del (a) primer
modo y (b) del segundo modo a medida que Q2 aumenta manteniendo constante
Q1 = 160. Contraste de fase del (c) primer modo y (d) del segundo modo a medida
que Q1 aumenta manteniendo constante Q2 = 240.
78 La microscopía de fuerzas bimodal
de los parámetros utilizados en líquidos mediante simulaciones realizadas en aire en
modo repulsivo.
En la ﬁgura 3.12a-b se observa el comportamiento del contraste en los canales
de fase de ambos modos cuando una micropalanca de R = 13 nm, k1 = 4 N/m,
k2 = 159 N/m, f01 = 103.8 kHz, f02 = 650.5 kHz, A01 = 12.9 nm y A02 = 0.26
nm opera en modo repulsivo, se mantiene el factor de calidad del segundo modo
constante (Q2 = 120) y se varía el factor de calidad del primer modo (Q1 = 40 y
Q1 = 160). En este caso, se utilizaron valores para la constante de Hamaker de un
orden de magnitud más bajos, propios del medio líquido (H = 1.2 · 10−20 J), de
tal forma que la micropalanca opera en modo repulsivo y se calculó el contraste de
fase entre dos muestras de módulo de Young efectivo diferentes (E∗a = 200 MPa y
E∗b = 400 MPa). En este caso, el comportamiento del contraste del primer modo para
ambas Q1 es muy parecido al del contraste del segundo, no existiendo un incremento
signiﬁcativo del contraste de fase del segundo modo con respecto al del primer modo
(lo que denominamos efecto bimodal) en cuanto a sensibilidad se reﬁere. Si bien
es cierto que, incluso si esta ventaja no parece estar presente, aún quedaría el uso
del canal de fase del segundo modo como canal válido para proporcionar contraste
conservativo sobre la muestra: mientras las fuerzas sean conservativas y se opere en
modulación en amplitud, existirá un contraste no disipativo en φ2 en condiciones
donde el contraste dado por φ1 es nulo (véanse ﬁguras 3.12c-d) al igual que sucedía
en aire (véase ﬁgura 3.9).
Existen estudios de microscopía de fuerzas bimodal en régimen repulsivo cuyos
resultados están de acuerdo a los resultados presentados en líquidos y que utilizan un
cociente de amplitudes libres diferente al que funcionaba correctamente en aire. Por
ejemplo, R.W. Stark [146] concluye que la sensibilidad del segundo modo puede verse
incrementada haciendo A02 mayor, debido a que esto reduce el ruido electrónico.
Dietz y colaboradores también presentaron medidas realizadas en régimen repulsivo
sobre polímeros [124] en las que optimizaban el contraste bimodal utilizando un
cociente de amplitudes libres A01/A02 ≈ 5, bastante menor que el típico de un
experimento bimodal en régimen atractivo en aire, donde A01/A02 ≈ 20. Esto puede
ser debido a que la microscopía de fuerzas bimodal en líquidos tiene características
diferentes de la microscopía de fuerzas bimodal en aire. En líquidos, no parece existir
efecto bimodal, lo que provocaría que el contraste no dependiera del cociente de
amplitudes. Sin embargo, un incremento en A02 mejoraría la relación señal/ruido en
los canales bimodales.
3.4. Conclusiones
La microscopía de fuerzas bimodal es una alternativa a la microscopía de fuer-
zas convencional. A través de la excitación simultánea de los dos primeros modos
ﬂexurales de oscilación de la micropalanca es posible la adquisición de imágenes de
alta resolución a una distancia media entre la punta y la muestra grande.
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Figura 3.12: Simulaciones para el contraste de fase del (a) primer modo y (b) del
segundo modo frente a zc sobre muestras de Ha = Hb = 1.2 ·10−20 J, E∗a = 200 MPa
y E∗b = 400 MPa en régimen repulsivo en aire. Comportamiento de (c) φ1 y (d) φ2
frente a A1 para Q1 = 40 y Q2 = 120 sobre muestras de Ha = Hb = 1.2 · 10−20 J,
E∗a = 200 MPa y E
∗
b = 400 MPa en régimen repulsivo en aire. Las líneas discontinuas
en (c) y (d) indican el valor de la amplitud de trabajo.
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La microscopía de fuerzas bimodal presenta dos ventajas principales. Por una
parte, la fase del segundo modo presenta mayor contraste composicional en régimen
atractivo que la fase del primer modo. Por otra parte, la fase del segundo modo
proporciona una mejora en la resolución lateral con respecto al canal de topografía.
Se han obtenidos imágenes de moléculas biológicas de anticuerpos IgG, IgM y de
ﬁbras de colágeno en aire con micropalancas de k1 ≈ 10 N/m, Q1 ≈ 160 y A01 ≈
15 − 20 nm. Estos parámetros de medida no suponen diﬁcultades adicionales en
lo que a la implementación experimental se reﬁere, ya que las amplitudes libres
empleadas son mayores de 10 nm.
Se han analizado los factores que pueden inﬂuir en la mejora en la resolución
lateral respecto al canal de topografía. Por una parte, el utilizar canales que no están
sujetos a realimentación resulta en una disminución del ruido asociado al correspon-
diente canal. Por otra, se ha encontrado la aparición de lo que hemos denominado
efecto bimodal. Este efecto consiste en el incremento drástico del contraste de A2
y φ2 respecto al contraste de φ1 cuando se aumenta el cociente de amplitudes li-
bres A01/A02. Este efecto también ha sido observado experimentalmente, donde las
medidas en el canal bimodal se optimizaban para A01/A02 ≈ 20.
Se ha implementado la microscopía de fuerzas bimodal en líquidos. Esto pro-
porciona un método para obtener imágenes de alta resolución a una distancia media
entre la punta y la muestra grande en el medio natural de las biomoléculas, el lí-
quido. Así, se han tomado imágenes de anticuerpos IgM, de la red de GroEL y de
la red atómica de mica en el canal de φ2 con resolución mejorada con respecto a la
obtenida en el canal de topografía.
La celda y la punta utilizados son un elemento fundamental para la imple-
mentación de la microscopía bimodal en líquidos. Además, es necesario estudiar el
espectro de ruido térmico para hallar las frecuencias de oscilación de una micropa-
lanca cuando ésta es excitada acústicamente utilizando una celda comercial.
Se ha observado un comportamiento cualitativamente distinto del efecto bimo-
dal que caracterizaba a la microscopía de fuerzas bimodal en aire. La aparición de
fuerzas repulsivas en las medidas en líquidos implica una disminución en el efecto
bimodal que motiva un cambio de estrategia en la elección de los parámetros bimo-
dales. En este caso no se ha intentado maximizar el cociente de amplitudes libres
(A01/A02 ≈ 1−5) sino maximizar A02 para que el ruido en el canal del segundo modo
disminuya. A pesar de que las medidas en líquidos carecen del efecto de aumento
drástico de sensibilidad del canal de φ2 respecto al de φ1, conservan la otra caracte-
rística fundamental de la microscopía bimodal: proporcionan un canal adicional que
facilita información de la muestra bajo fuerzas conservativas cuando el canales de
fase del primer modo φ1 está bloqueado.
Capítulo 4
Implementación de la microscopía de
fuerzas bimodal a la medida del
módulo de Young efectivo
4.1. Introducción
4.1.1. Fuerzas de contacto
Las fuerzas de contacto aparecen cuando dos cuerpos entran en contacto. Las
fuerzas repulsivas de contacto son de naturaleza cuántica y obedecen a la ecuación
de Schrödinger. El principio de exclusión de Pauli da lugar a interacciones de canje
que mantienen alejados dos electrones del mismo spín entre sí. Estas interacciones
son de corto alcance, ya que actúan en un rango de distancias del orden de la
distancia interatómica (0.1-0.2 nm). Normalmente se utilizan métodos de primeros
principios para determinar la interacción total solucionando el problema a través de
un modelo de muchos cuerpos. En particular, la teoría del funcional de la densidad
(DFT - density functional theory) [147] consiste en solucionar el problema a través de
una minimización de la energía del sistema utilizando funcionales que relacionan la
densidad electrónica con la energía del sistema. En algunos casos, la DFT combinada
con la aproximación de densidad local (LDA) [148] para la función de intercambio
provee un marco para determinar las fuerzas de contacto.
Estas fuerzas de contacto se pueden modelar también a partir de teorías del
continuo [19, 149] asumiendo homogeneidad, isotropía y un contacto elástico entre
una esfera y un plano que corresponderían al contacto entre punta y muestra. El
primer modelo fue desarrollado por Hertz en 1882 [150] (véase ﬁgura 4.1a) y su-
pone el contacto entre dos cuerpos elásticos no deformables. En él se desprecia la
adhesión entre los cuerpos, por lo que sólo puede ser aplicado cuando la fuerza de
adhesión es mucho más pequeña que la fuerza total y no existe deformación plás-
tica. Sin embargo, resultados experimentales sugirieron un área de contacto mayor
y cuyo valor no era cero cuando la carga había desaparecido al contrario de lo que
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Figura 4.1: (a) Esquema de los modelos de Hertz, JKR, DMT y fuerza real, (b) área
de contacto frente a fuerza para cada modelo y (c) Esquema del modelo de Maugis
tal y como aparecen en [153].
predecía el modelo de Hertz (véase ﬁgura 4.1b), así como una adhesión entre las
superﬁcies debido a la existencia de fuerzas atractivas cuando la punta se acerca a
la muestra. Esto apuntaba a que la adhesión debía ser considerada [151]. El modelo
Johnson-Kendall-Roberts (modelo JKR) [151] asume una adhesión a corto alcan-
ce con la forma de una delta de Dirac (véase ﬁgura 4.1a) que implica fuerzas de
adhesión conﬁnadas dentro del área de contacto, mientras que el modelo Derjaguin-
Muller-Toporov (modelo DMT) [152] modela la adhesión en base a fuerzas de largo
alcance, donde las fuerzas de contacto son como las del modelo de Hertz y existen
además fuerzas atractivas que actuan como una carga adicional. Por su simplicidad
de implementación, el modelo DMT es el más extendido en los trabajos relacionados
con la microscopía de fuerzas [50, 87].
Sin embargo, el trabajo de adhesión de la fuerza real de interacción no responde
a ninguno de estos dos modelos (véase ﬁgura 4.1a). Maugis encontró que tanto el
modelo JKR como el DMT son límites de la misma teoría descrita con valores
diferentes del parámetro de elasticidad λ [154]. El parámetro de elasticidad λ viene
dado por:
λ = σ0
(
9R
2piγE∗
)3/2
(4.1)
donde γ es el trabajo de adhesión tal que γ = σ0 · δt , siendo σ0 y δt la
profundidad y anchura del pozo (véase ﬁgura 4.1c), R es el radio de la punta, z0
es la separación de equilibrio y E∗ es el módulo de Young efectivo que cumple la
relación:
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1
E∗
=
1− ν2t
Et
+
1− ν2s
Es
(4.2)
siendo νt, νs, Et y Es los coeﬁcientes de Poisson y módulos de Young de punta
y muestra.
De esta forma, cuando las fuerzas de adhesión son de corto alcance comparado
con las deformaciones elásticas el modelo JKR habría de ser utilizado (por ejemplo,
materiales blandos, grandes radios de contacto y grandes fuerzas de adhesión) y en
las condiciones opuestas el modelo DMT habría de ser utilizado (muestras de alta
constante elástica, pequeño radio de contacto y pequeñas fuerzas de adhesión). La
elección del modelo adecuado es esencial para minimizar el error en la determinación
de las propiedades nanomecánicas de una muestra.
Modelo DMT
El único modelo que se utilizará en este capítulo es el modelo DMT, por lo
que se introducirá brevemente. La fuerza viene dada por:
FDMT(d) =
{
4E∗
√
R
3
(a0 − d)3/2 − HR6a20 d < a0
−HR
6d2
d ≥ a0
(4.3)
donde H es la constante de acoplo de las fuerzas atractivas (constante de
Hamaker) y a0 es la distancia de equilibrio. La correspondiente fuerza de adhesion
viene dada por las fuerzas atractivas evaluadas en a0, y se relaciona con la energía
superﬁcial γ mediante:
Fa = −HR
6a20
= 4piRγ (4.4)
4.1.2. Revisión de la literatura
En esta sección se presentará una revisión de los trabajos realizados hasta la
fecha en relación a la medida de las fuerzas de contacto utilizando la microscopía de
fuerzas.
Nanoindentación
Los experimentos de nanoindentación extraen información de las propiedades
nanomecánicas de una muestra a partir de curvas de fuerza en modo estático, en las
cuales se registra el comportamiento de la deﬂexión de la micropalanca al acercarla
a la superﬁcie y luego separarla, obteniendo así una curva de la deﬂexión media z0
en función de la distancia punta-muestra media zc. Calculando el promedio en un
ciclo de la oscilación en la ecuación 3.4 (n = 1) se puede relacionar la deﬂexión z0
con la fuerza media de interacción < Fts > mediante:
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< Fts >= kz0 (4.5)
La zc puede ser transformada en indentación d a partir de:
d = zc − z0 (4.6)
Una vez se tiene el comportamiento de la fuerza Fts frente a la distancia d, se
puede ajustar el módulo elástico efectivo según el modelo correspondiente depen-
diendo de los parámetros de la punta y de la muestra. Los inconvenientes principales
de este método son su lentitud (la frecuencia característica de aproximación punta-
muestra es de 1-2 Hz) y que no es posible controlar la fuerza aplicada sobre la
muestra [155].
Modos de contacto
Existen varios métodos basados en la adquisición de curvas de fuerza simúl-
tanea a la adquisición de imágenes. El más antiguo es el método de volumen de
fuerzas (force volume), que consiste en realizar una curva de fuerza en cada píxel
de la imagen manteniendo la fuerza media aplicada constante. A partir del análisis
de estas curvas es posible obtener un mapa de constante elástica y otro de adhesión
simúltaneo con la imagen bidimensional. El inconveniente de este método es su velo-
cidad, ya que si se considera que una curva de fuerzas se toma a una frecuencia típica
de 1-2 Hz, un mapa de las fuerzas correspondientes a una imagen completa puede
tardar en adquirirse horas. Además, si la imagen se toma con menos píxeles para
disminuir el tiempo de adquisición, la resolución lateral que se obtiene es pequeña.
El método de fuerza pulsada (PFM - Pulsed Force Mode) [156] mejoró este
inconveniente modulando el piezo en z a una velocidad de (entre 100 Hz y 2 kHz),
de tal forma que las propiedades mecánicas se pueden obtener en menos tiempo.
La fuerza máxima aplicada se mantiene constante y es del orden de nanonewtons.
Recientemente, se ha desarrollado el método de la fuerza máxima (Peak Force), que
basado en el modo PFM permite mantener la fuerza máxima en el orden de los
piconewtons [157]. Esta precisión se consigue principalmente ﬁltrando los cambios
espúreos en la deﬂexión de la micropalanca que no tienen relación con las fuerzas de
interacción.
Por otra parte, el método de modulación en fuerza es una variación del modo
contacto que consiste en excitar sinusoidalmente a una frecuencia del orden de kHz la
muestra para mantener la deﬂexión, y así la fuerza media constante. La amplitud de
la modulación que ha de ser aplicada para mantener la deﬂexión constante varía con
las propiedades elásticas de la muestra, de tal forma que grabando la deformación
se puede obtener un mapa de la diferencia de elasticidades [158, 159, 160, 161].
Por último, existen métodos basados en la combinación de la microscopía de
fuerzas con ondas de alta frecuencia [162, 163, 164, 165]. La microscopía de ondas
acústica [162] es un método muy extendido. Consiste en generar una función a
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frecuencia de megaherzios que atraviesa la muestra y causa vibraciones en ella que
se transmiten a la punta de una micropalanca que está en contacto con la superﬁcie
de la muestra. A través de la medida de la frecuencia de resonancia de modos de
vibración más altos se obtienen cuantitativamente propiedades tanto de los objetos
enterrados en la muestra como de los superﬁciales. Otra de ellas, la microscopía de
fuerzas ultrasónica [164] también hace uso de señales a frecuencias altas, esta vez
aplicadas a la micropalanca y no a la muestra, para extraer propiedades de forma
cuantitativa.
Modos dinámicos
La motivación fundamental de utilizar los modos dinámicos para la estimación
cuantitativa de propiedades nanomecánicas reside en que las medidas no sean inva-
sivas, esto es, que no produzcan daños irreversibles sobre la muestra a estudiar y
en que su velocidad de los mismos es rápida (igual a la de adquisición de una ima-
gen de topografía). Muchos canales (fase del primer modo, armónicos superiores de
la frecuencia de excitación...) están relacionados directamente con las propiedades
nanomecánicas de la muestra; la diﬁcultad reside en cuantiﬁcar estas propiedades.
Legleiter y colaboradores propusieron un método para reconstruir la fuerza de
interacción conocido como microscopía de fuerzas de aceleración (SPAM - scanning
probe accelerometre microscopy) [87, 166] que consiste en obtener la fuerza a partir
de la aceleración derivando dos veces la deﬂexión de la micropalanca (véase ﬁgura
4.2a-b). Su mayor inconveniente es que el ruido se ampliﬁca al derivar y que para que
se pueda obtener una fuerza distinguible es necesario una relación señal/ruido muy
alta. Por esta razón las fuerzas de contacto medidas a través del método también
fueron muy altas (150-500 nN) [87].
Un enfoque diferente al mismo problema consiste en abordar el sistema de
la micropalanca como un sistema lineal e invariante en el tiempo (sistema LTI -
linear-time invariant). Esto es, aunque las fuerzas de interacción sean en general no
lineales, la micropalanca como sensor se comporta de forma lineal. Stark y colabora-
dores relacionaron así de forma directa la interacción entre la punta y la muestra con
la respuesta de la micropalanca a través de la inversa de la función de transferencia
[167]. De esta forma, conociendo la función de transferencia (véase ﬁgura 4.2d) y
la respuesta en armónicos de la micropalanca (ﬁgura 4.2e) es posible reconstruir la
fuerza de interacción. El inconveniente de este método es la baja relación señal/ruido
de estos armónicos de la frecuencia de excitación. Además, la función de transferen-
cia, al incluir cuatro modos ﬂexurales, es muy dependiente de los parámetros de la
micropalanca y de la posición del láser.
En el año 2007, Sahin y colaboradores desarrollaron un método muy elegante
y práctico basado en una idea innovadora que permite reconstruir el módulo de
Young efectivo superando los dos inconvenientes que había tenido el enfoque basado
en el sistema LTI [50]. Por una parte, se superó el problema de la baja relación
señal/ruido de los armónicos superiores antes mencionado. Por otra, también se
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Figura 4.2: (a) Deﬂexión y (b) fuerza calculada con el método de SPAM [87]. (c) Es-
quema de una micropalanca torsional (d) Función de trasferencia ﬂexural y torsional
y correspondientes armónicos (e) ﬂexurales y (f) torsionales, (g) deﬂexión ﬂexural
y lateral y correspondiente fuerza calculada frente (h) al tiempo y (i) a la distancia
utilizando el método de Sahin [50].
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superó el inconveniente de la fuerte dependencia de la función de transferencia en la
forma y tamaño de las micropalancas utilizadas, así como en la posición del láser. El
modo en que lo hizo consiste en modiﬁcar la micropalanca construyéndola en forma
de T y con la punta en uno de sus extremos (torsional harmonic cantilever - THC)
(véase ﬁgura 4.2c). Esto permite la excitación y respuesta de modos torsionales, con
dos ventajas fundamentales respecto a los fexurales. Por una parte, la alta ganancia
del modo torsional aumentó la relación señal/ruido de los armónicos de la excitación
considerablemente (véase ﬁgura 4.2f). Por otra, el primer modo torsional está muy
alejado de los modos torsionales superiores y no es necesario tener éstos en cuenta en
el cálculo de la función de transferencia, por lo que ésta no depende tan fuertemente
de condiciones particulares. De esta forma es posible reconstruir el comportamiento
en cada píxel de la fuerza en el tiempo (ﬁgura 4.2h). Además, como el primer modo
determina el comportamiento de la distancia en el tiempo, esto permite extraer el
comportamiento en cada píxel de la fuerza en función de la distancia (véase ﬁgura
4.2i) y ajustarlo a la ley de fuerzas más adecuada para así extraer las propiedades
mecánicas efectivas. El método se ha conseguido aplicar exitosamente tanto en aire
[50] como en líquidos [78, 168, 169] y las aplicaciones sorprenden día a día. En el
2009 se determinó con resolución molecular el modulo de Young efectivo de redes
de proteínas sobre mica [78] (véase la ﬁgura 1.11 de la página 23) y se detectó la
hibridación de ADN con aplicaciones médicas [170]. Recientemente también se ha
conseguido medir interacciones anticuerpo-antígeno en tiempo real [171]. El radio de
la punta no es conocido generalmente, por lo que se suele calibrar con una muestra
de módulo de Young conocido, de tal forma que se obtiene una estimación para el
radio de la punta. El valor del radio se utiliza posteriormente para estimar el módulo
de Young efectivo sobre muestras con módulo de Young efectivo desconocido [50].
4.1.3. Objetivos
El objetivo principal de este capítulo es la estimación del módulo de Young
efectivo de una muestra de forma simúltanea a la adquisición de la imagen de to-
pografía. Para ello se utilizará la microscopía de fuerzas bimodal en modulación en
frecuencia. Los canales bimodales habían demostrado proporcionar un mapa compo-
sicional de la muestra libre de inﬂuencias topográﬁcas. En esta ocasión, el objetivo
es cuantiﬁcar dicho mapa composicional.
Para ello es necesario encontrar una relación entre los canales a los que se tiene
acceso a través de los experimentos y la fuerza de interacción. Utilizando algunas
aproximaciones teóricas es posible obtener esta relación, y a partir de ella estimar
el módulo de Young efectivo de la muestra. En este capítulo se estudia bajo qué
condiciones estas aproximaciones son adecuadas y el método es válido.
Finalmente, se presentará una aplicación experimental del método. Se trans-
formarán las imágenes de A2 y φ2 de una muestra de anticuerpos IgM sobre mica en
PBS (Phosphate Buﬀered Saline - Tampón fosfato salino) en un mapa del módulo
de Young efectivo de la muestra. Las condiciones experimentales de la imagen son
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tales que la adquisición de imágenes y posterior cuantiﬁcación han sido obtenidas
con fuerzas de interacción máximas de 40 pN, indispensables para que las medidas
sobre el anticuerpo no sean invasivas.
4.2. Experimentos bimodales en modulación en fre-
cuencia
Existen dos motivos por los cuales hemos utilizado la microscopía de fuerzas
bimodal en modulación en frecuencia en lugar de utilizarla en modulación de am-
plitud como habíamos hecho anteriormente [122, 128]. El primero de ellos es que
hasta el momento la microscopía de fuerzas bimodal en modulación en frecuencia
sólo se había implementado en UHV [126, 127]. En líquidos, el complejo espectro de
resonancia de la micropalanca diﬁculta la excitación y sucesiva auto-realimentación
de la micropalanca. El segundo motivo es la minimización de las fuerzas aplicadas.
En microscopía de fuerzas modulada en frecuencia y en especial en líquidos, la señal
de cambio en la frecuencia de resonancia es más sensible que la señal de amplitud
[27]. Esto permite operar la realimentación en un rango de fuerzas en el que la am-
plitud aún no ha disminuido y sí lo ha hecho la frecuencia de resonancia, lo que
posibilita la aplicación de fuerzas muy pequeñas. Bajo estas condiciones la resolu-
ción lateral no es grande, puesto que la fuerza varía lentamente a distancias grandes
y más bruscamente a medida que nos acercamos a la muestra. Sin embargo, como
se mencionó en el capítulo 3, lejos de la muestra la microscopía de fuerzas bimodal
produce un aumento de la resolución lateral con respecto a los demás canales. En
esta sección presentaré brevemente los resultados experimentales por completitud al
resto del capítulo. Los experimentos han sido realizados por David Martínez-Martín
y Christian Dietz en el laboratorio del Profesor Julio Gómez Herrero (UAM)[28].
4.2.1. Montaje experimental
El montaje experimental utilizado se muestra en la ﬁgura 4.3. En FM-AFM, la
excitación de la micropalanca se ajusta a partir de la respuesta para que su desfase
sea siempre pi/2, de tal forma que la micropalanca siempre oscile en resonancia. El
cambio en la frecuencia de resonancia ∆f se utiliza como señal de realimentación.
Además, existe una realimentación adicional que mantiene la amplitud constante. Se
ha incorporado la microscopía de fuerzas bimodal de forma distinta a la propuesta
por otros grupos [126], que también operan el segundo modo en modulación en
frecuencia . En nuestro caso, el segundo modo no está sujeto a realimentación, de
tal forma que es totalmente libre para registrar cambios en la interacción a través
de los canales de A2 y φ2.
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Figura 4.3: Implementación de la microscopía de fuerzas bimodal en modulación
en frecuencia. El PLL permite que la señal bimodal se utilice como excitación de
la micropalanca autorealimentada. Los lock-in ampliﬁers extraen la respuesta de la
micropalanca a las frecuencias del primer y segundo modo de oscilación ﬂexurales.
La realimentación mantiene ∆f1 constante y A1 constante, mientras que existen tres
canales auxiliares disipación Γ y amplitud A2 y fase φ2 del segundo modo válidos
para la adquisición de imágenes.
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4.2.2. Resultados experimentales
En los experimentos realizados en colaboración con el grupo del Profesor Julio
Gómez Herrero se obtuvieron imágenes de anticuerpos IgM (anteriormente descritos
en el capítulo 3) en PBS con resolución molecular y una altura de entre 5 y 6 nm
(véase ﬁguras 4.4a-b), próxima a la nominal y a la medida a través de microscopía
de fuerzas a bajas temperaturas [141]. El hecho de ser capaces de medir una altura
próxima a la nominal es consecuencia de que nuestra medida no es invasiva, esto es,
no estamos deformando la proteína. Hasta nuestro conocimiento, no existen medidas
similares en la literatura. Los resultados experimentales obtenidos fueron posibles
gracias a la combinación de la microscopía de fuerzas bimodal con la microscopía
de fuerzas en modulación en frecuencia, unida a una mejora en la celda ﬂuida de
tal forma que no existen picos espúreos en el espectro [172]. También se han realiza-
do experimentos de espectroscopía sobre mica y anticuerpo, indispensables para la
cuantiﬁcación de los resultados. En las ﬁguras 4.4c-f se presenta el comportamiento
del cambio en la frecuencia de resonancia ∆f , la deﬂexión media z0, y la amplitud
y fase de los canales bimodales A2 y φ2 frente a la distancia punta-muestra media
zc. Los experimentos presentados en la ﬁgura 4.4 fueron realizados con una micro-
palanca de nitruro de silicio triangular con punta de silicio de k1 ≈ 0.65± 0.1 N/m,
k2 ≈ 19.3 N/m, f01 ≈ 21.665 kHz, f02 ≈ 116.715 kHz, Q1 ≈ 3 y Q2 ≈ 5. Las
imágenes fueron adquiridas a una amplitud de oscilación del primer modo constante
(A1 = 4.5 nm), un cambio en la frecuencia de resonancia de trabajo ∆f ≈ 50 Hz y
con una amplitud libre del segundo modo A02 ≈ 0.5 nm.
4.3. Modelo teórico para la reconstrucción del mó-
dulo de Young efectivo
El primer paso hacia la reconstrucción del módulo de Young efectivo es en-
contrar una relación entre la fuerza y los observables. En modulación en frecuencia,
cuando la amplitud es más pequeña que la longitud típica de la fuerza se puede
relacionar el gradiente de la fuerza directamente con el cambio en la frecuencia de
resonancia [173]. Si la amplitud es mayor, como ocurre en los experimentos realiza-
dos, el cambio en la frecuencia de resonancia está relacionado con el virial de la fuerza
[173, 174]. Por esta razón comenzaré presentando las fórmulas correspondientes al
virial y a la energía disipada para FM-AFM.
4.3.1. Fórmulas del virial y de la energía disipada en FM-
AFM.
El problema de una micropalanca oscilando se puede resolver, bien a través
de una aproximación newtoniana, esto es, resolviendo directamente la ecuación,
o planteando el problema desde un punto de vista de cantidades promedio. Esta
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Figura 4.4: (a) Imagen de topografía de un anticuerpo IgM en PBS utilizando la
microscopía de fuerzas bimodal en modulación en frecuencia. (b) Perﬁl correspon-
diente a la línea verde en (a). La altura es algo menor a 6 nm, próxima a la nominal.
Experimentos de espectroscopía correspondientes a (c) cambio en la frecuencia de
resonancia, (d) deﬂexión media, (e) A2, y (f) φ2 sobre mica y anticuerpo IgM.
última aproximación permite interpretar los resultados de forma muy clara. Las dos
cantidades importantes desde este punto de vista son el virial de la fuerza y la energía
disipada [138, 175]. En el modelo de masa puntual, la ecuación de la energía disipada
facilitó la interpretación de las imagenes de fase, relacionándolas directamente tanto
con la energía disipada por las fuerzas de interacción [135, 176] como con la presencia
de armónicos superiores de la frecuencia de excitación de la micropalanca [177]. Unos
años más tarde, se propuso la utilización de la ecuación del virial de la fuerza para
relacionar de forma analítica la constante de acoplo de la fuerza de Van der Waals
(constante de Hamaker) con los parámetros de la micropalanca A1, zc y R [175].
Dado que la micropalanca tiene diversos modos de vibración y al empleo singular
del segundo de ellos para la microscopía de fuerzas bimodal, es necesario extender
la deﬁnición de virial y energía disipada a varios modos [137, 138], de tal forma que
el virial y la energía disipada se puedan relacionar con los canales bimodales A2 y
φ2. El virial de la fuerza y la potencia disipada por cada modo n se deﬁnen como:
Vts,n =
1
T
∫ T
0
Fts(t)zn(t) dt (4.7)
Pts,n = − 1
T
∫ T
0
Fts(t)z˙n(t) dt (4.8)
donde la potencia se relaciona con la energía disipada Ets mediante:
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Pts,n =
Ets,n
T
(4.9)
y T es el periodo de la oscilación total
T = p1
2pi
ω1
= p2
2pi
ω2
(4.10)
siendo p1, p2 enteros.
Como vimos en el capítulo 3, cuando el microscopio de fuerzas opera en mo-
dulación en amplitud, la micropalanca se excita siempre con una amplitud y una
frecuencia constantes (véase ecuación 3.6). En modulación en frecuencia, la frecuen-
cia de excitación no es contante. Depende de la respuesta de la micropalanca, puesto
que ésta se modiﬁca para luego utilizarla como señal de excitación. Esta modiﬁca-
ción consiste en desfasarla de tal forma que, cuando la fuerza de interacción desplaza
el pico de resonancia de la micropalanca, ésta continúe oscilando en resonancia. En
el caso de operar también a amplitud constante, se ha de introducir también una
ganancia que compense la reducción en la amplitud debida a la interacción. Mate-
máticamente, esto equivale a [26]:
Fexc(t) = Gnzn(t− tphase) (4.11)
donde Gn es la ganancia necesaria para mantener la amplitud constante y
1
tphase
= 3
4
f corresponde a un desfase φ = pi/2. En estas condiciones, la respuesta
estacionaria de cada modo de la micropalanca viene dada por:
zn(t) = An cos(ωnt− φn) (4.12)
donde φn = pi/2. Combinando las ecuaciones 3.4, 4.7, 4.11 y 4.12 se obtienen
las ecuaciones del virial y de la potencia disipada en modulación en frecuencia para
cada modo [138]:
Vts,n ≈ −knA2n
∆ωn
ωn
(4.13)
Pts,n = −ωnAn
2
(Gn + γnωn) (4.14)
donde n = 1, 2.
Además, de acuerdo a su deﬁnición (ecuación 4.7), el virial del segundo modo
viene dado por:
Vts,2 =
1
T
∫ T
0
Fts
(
zc + z0 +
∑
i
An cos(ωnt− φn)
)
A2 cos(ω2t− φ2) dt (4.15)
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Cuando A2 << A1, se puede desarrollar la fuerza de interacción que aparece
en la ecuación 4.15 en potencias de A2 cos(ω2t− φ2) [126]. Además, considerando la
contribución del término deﬂexión z0 y de los modos mayores que 2 despreciables se
tiene:
Vts,2 =
1
T
∫ T
0
Fts
(
zc + A1 cos(ω1t− pi
2
)
)
A2 cos(ω2t− φ2) dt (4.16)
≈ 1
T
∫ T
0
[
Fts
(
zc + A1 cos(ω1t− pi
2
)
)
A2 cos(ω2t− φ2) (4.17)
+
1
2
F ′ts
(
zc + A1 cos(ω1t− pi
2
)
) ]
A22 cos
2(ω2t− φ2) dt (4.18)
Primero se estudiará el caso en el que el segundo modo también está sujeto a
realimentación [126], por lo que la fase del segundo modo es en este caso φ2 = −pi2 . El
término de orden cero se hace cero, mientras que la rápida variación del término de
primer orden corresponde a un muestreo denso sobre la oscilación del primer modo
y puede ser reformulado en función de los parámetros del primer modo teniendo en
cuenta la ecuación 4.10:
Vts,2 ≈ 1
4pi
ω1
p1
∫ 2pip2/ω2
0
F ′ts
(
zc + A1 cos(ω1t− pi
2
)
)
A22 cos
2(ω2t− φ2) dt (4.19)
≈ 1
4pi
∫ 2pi/ω1
0
F ′ts
(
zc + A1 cos(ω1t− pi
2
)
)
A22ω1 dt (4.20)
Combinando las ecuaciones 4.13 y 4.20 se obtiene una relación entre los pará-
metros del segundo modo y el gradiente de la fuerza promediado sobre un ciclo de
la oscilación del primer modo:
−k2 ∆f2
f2
≈ 1
4pi
∫ 2pi/ω1
0
F ′ts
(
zc + A1 cos
(
ω1t− pi
2
))
ω1 dt (4.21)
donde f = ω/2pi. Se ha comprobado numéricamente que el comportamiento de
esta cantidad frente a la distancia mínima dmin = zc + z0−A1−A2 es el mismo que
el comportamiento del gradiente de la fuerza máxima frente a la distancia mínima
(véase la sección 4.3.2) de acuerdo a lo encontrado por Kawai y colaboradores [126].
Sin embargo, la magnitud del mínimo de esta cantidad es diferente que la del mínimo
del gradiente de la fuerza. Además, ambas curvas están desplazadas en el eje x. Si
se introduce un factor de corrección C y se desplaza la curva aproximada para
que coincida con la correspondiente al gradiente de la fuerza real, los parámetros
bimodales en zc se pueden relacionar con el gradiente de la fuerza máxima mediante
la expresión:
F ′ts,peak(zc) ≈ C
k2∆f2(zc)
f2
(4.22)
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4.3.2. Dependencia de la aproximación con el cociente de am-
plitudes
En esta sección se discute la validez de la aproximación que relaciona la am-
plitud A2 y fase φ2 del segundo modo con el gradiente de la fuerza de interacción
máxima (véase ecuación 4.22). Para ello se ha utilizado la fuerza de interacción dada
por un potencial de Lennard Jones. Esto permite que el gradiente sea continuo en
todo el espacio. La fuerza viene dada por.
FLJ(d) = σ
(
σ4
(d− d0)6 −
1
(d− d0)2
)
(4.23)
donde  está relacionado con la profundidad del potencial, σ con el alcance
de la fuerza y d0 es la distancia de equilibrio. En la ﬁgura 4.5a-b se observa el
comportamiento de FLJ(d) y de su derivada con respecto a la distancia para diversos
valores del parámetro σ. El parámetro σ controla la distancia a la que ocurre el
mínimo y el cociente entre fuerzas atractivas y fuerzas repulsivas. En lo que sigue a
continuación se denominará fuerza real a la fuerza simulada utilizando la ecuación
4.23.
Se han calculado de forma numérica las integrales que aparecen tanto en la
ecuación del virial del segundo modo (dada por la ecuación 4.16) como en la expre-
sión del virial del segundo modo aproximada (dada por la ecuación 4.20) para una
micropalanca de k1 = 4 N/m, k2 = 226.8 N/m, f01 = 103.784 kHz, f02 = 666.293
kHz, Q1 = 200, Q2 = 240 y A1 = 4 nm y una fuerza de interacción dada por la
ecuación 4.23 con  = 3 · 10−10 J y σ = 0.25 nm. Estas integrales dan lugar a una
magnitud F¯ con unidades de gradiente de fuerza (N/m) tal que:
F¯ = k2
∆f2
f2
(4.24)
Se han comparado los valores de F¯ obtenidos con el gradiente de la fuerza real.
En la ﬁgura 4.5c-f se presenta el comportamiento de estas cantidades normalizadas a
sus respectivos mínimos para un cociente de amplitudes A1/A2 de 1, 0.1, 0.01 y 0.001
respectivamente. Vemos que para valores del cociente de amplitudes mayores de 100
el gradiente tiene el mismo comportamiento con la distancia que el F¯ obtenido a
partir de las expresiones de la ecuación 4.16 y de la aproximación dada por 4.20.
Además, se observa un desplazamiento en el eje x entre las curvas que se tratará en
la sección 4.3.4.
4.3.3. Dependencia del factor de corrección en el cociente de
amplitudes
Como se mencionó en la sección 4.3.1, para hacer corresponder la expresión
−k2 ∆f2f2 de la ecuación 4.21 con el gradiente de la fuerza es necesario multiplicar la
expresión por un factor de corrección.
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Figura 4.5: Dependencia en σ de la (a) fuerza de Lennard-Jones y (b) de su derivada
con respecto a la distancia para un valor de  = 3 · 10−20 J. Comparación entre el
gradiente de la fuerza real, y el F¯ calculado a partir de la ecuación 4.16 (expresión
1) y 4.20 (expresión 2) para σ = 0.25 nm y un cociente de amplitudes A1/A2 de (c)
1, (d) 0.1, (e) 0.01 y (f) 0.001.
.
Se ha estudiado la convergencia del factor de corrección para diversos valores
de σ y  en la fuerza dada por la ecuación 4.23. En la tabla 4.1 se presentan los
factores de corrección obtenidos para las muestras S1 ( = 3 · 10−20 J, d0 = 0 nm),
S2 ( = 10 · 10−20 J, σ = 2.5 nm y d0 = 0.1 nm) y S3 ( = 10 · 10−20 J, σ = 12 nm
y d0 = −9 nm). La muestra S1 corresponde a un material duro (véase ﬁgura 4.5a),
las muestras S2 y S3 se han intentado ajustar a la ley de fuerzas de un material de
3 GPa y 30 MPa para intentar reproducir las condiciones observadas sobre mica y
anticuerpo (véase ﬁgura 4.7a)
El factor de corrección C depende del cociente de amplitudes utilizado. Para
todos los valores utilizados de  y σ se observa que el factor de corrección converge a
A1/A2 1 0.1 0.01 0.001
S1, σ = 0.25 1894.310 9.080 8.447 8.452
S1, σ = 0.5 237.002 5.897 5.897 5.895
S1, σ = 1 29.813 4.059 4.059 4. 059
S2 4.301 2.412 2.412 2.412
S3 1.179 1.179 1.179 1.179
Tabla 4.1: Factor de corrección para diversos valores de los párametros  y σ en la
ley de fuerzas dada por la ecuación 4.23.
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un valor ﬁjo para cocientes de amplitudes libres mayores de 100. Por esta razón, es
necesario calibrar el factor de corrección C antes de comenzar a tomar las imágenes.
Para que este método sea válido para la estimación de la constante elástica
efectiva de la muestra de forma simultánea a la adquisición de una imagen de topo-
grafía, el factor de corrección ha de mantenerse constante a lo largo de la imagen,
ya que en la imagen se utilizará el mismo factor de corrección para reconstruir el
gradiente de la fuerza sobre una muestra heterogénea.
4.3.4. Dependencia del factor de corrección con la ley de fuer-
zas
En esta sección se estudiará la diferencia entre los factores de corrección co-
rrespondientes a muestras con constantes de acoplo de la ley de fuerzas diferentes.
En la ﬁgura 4.6a se presenta el comportamiento de las expresiones obtenidas para
F¯ a partir de la aproximación bimodal para el gradiente de la fuerza dada por la
ecuación 4.22 para un cociente de amplitudes de 0.001 junto al gradiente real de la
fuerza para muestras del tipo S1 que modelan materiales duros. Para ello se han
utilizado distintos valores del parámetro σ (σ = 1, 0.5, 0.25 nm). En la ﬁgura 4.6a se
observa que además de existir una diferencia en el valor del mínimo, también existe
un desplazamiento en el eje x de la curva dada por la expresión 4.22 con respecto
al gradiente de la fuerza real. Se observa que este desplazamiento depende del valor
de σ. Si queremos utilizar las variables bimodales para estimar la constante elástica
efectiva mientras se escanea la muestra, el factor de corrección ha de ser único tanto
en el eje x como en el eje y. Se ha estudiado el error que resulta de utilizar el factor
de corrección correspondiente a σ = 1, tanto en el eje x como en el eje y, para co-
rregir las curvas de muestras cualquiera que sea su σ. En la ﬁgura 4.6b se presentan
las correspondientes curvas corregidas. Se observa que existe un error ostensible en
utilizar la aproximación propuesta para materiales duros.
Sin embargo, los materiales utilizados en los experimentos no tienen este com-
portamiento. En la ﬁgura 4.7a se presentan las fuerzas correspondientes a un material
de módulo de Young efectivo de 3GPa (muestra S2) y a uno de 30 MPa (muestra S3).
La ﬁgura 4.7 muestra la comparación del gradiente real de la fuerza y del obtenido
a partir de la aproximación bimodal (ecuación 4.21) para un cociente de amplitudes
A1/A2 de 0.001. En las ﬁguras 4.7c-d se muestra lo que ocurre si utilizamos el factor
de corrección correspondiente a la muestra S2 (CS2 = 2.412) para corregir ambas
curvas. El error debido a aplicar el factor de corrección de la muestra S2 a la co-
rrección del gradiente de la fuerza sobre la muestra S1 (esto es, aplicar el doble del
factor que le correspondería, puesto que CS1 = 1.179) es pequeño debido a que las
variaciones en el gradiente de la fuerza sobre la muestra S3 son pequeñas.
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Figura 4.6: (a) comparación del gradiente real de la fuerza y del obtenido a partir
de la aproximación bimodal (ecuación 4.21) y (b) comparación del gradiente real
de la fuerza y el corregido (ecuación 4.22) a partir del factor de corrección C y del
desplazamiento en el origen en la curva correspondiente a σ = 1.
.
4.3.5. Fórmulas del virial y de la energía disipada en AM-
AFM
Los experimentos realizados sobre moléculas de anticuerpos IgM que en este
capítulo se pretenden modelar mantienen el cambio de frequencia de resonancia del
primer modo ∆f constante y dejan variar la amplitud A2 y la fase φ2 del segundo
modo [28]. Por esta razón, para escribir las ecuaciones del virial y de la energía
disipada correspondientes al segundo modo es preciso realizar algunas modiﬁcacio-
nes. La ecuación que rige el movimiento de la micropalanca para el segundo modo
no sujeto a realimentación viene dado por la ecuación 3.9. Se tiene entonces que
la respuesta estacionaria del segundo modo de la micropalanca se obtiene haciendo
n = 2 en la ecuación 4.12:
z2(t) = A2 cos(ω0,2t− φ2) (4.25)
Por otra parte, las ecuaciones que determinan la dinámica de la micropalanca
en los experimentos para el primer modo serían las correspondientes a FM-AFM
(véase sección 4.3.1).
Combinando las ecuaciones 3.9, 4.7, 4.8 y 4.25 se obtiene la ecuación del virial
y de la energía disipada para el segundo modo en AM-AFM:
Vts,2 = −A02A2k2
2Q2
cosφ2 (4.26)
Pts,2 = −ω2k2A2
2Q2
(A02 sinφ2 − A2) (4.27)
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Figura 4.7: (a) Fuerza real (ecuación 4.23) para distintos valores de los párametro
σ y xc que modelan el comportamiento de un material duro (muestra S2) y de un
material blando (muestra S3), (b) comparación del gradiente real de la fuerza y del
obtenido a partir de la aproximación bimodal (ecuación 4.22) para la muestra S2
y comparación del gradiente real de la fuerza y del corregido a partir del desplaza-
miento en la curva correspondiente a la muestra S2 para las muestras (c) S2 y (d)
S3.
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Cuando A2 << A1, se pueden realizar las aproximaciones propuestas en la
sección 4.3.1 y combinar las ecuaciones 4.20 y 4.26 para obtener una relación entre
el gradiente de la fuerza y los canales bimodales A2 y φ2:
F ′ts,peak(zc) ≈ C
A02k2
A2(zc)Q2
cosφ2(zc) (4.28)
4.4. Reconstrucción del módulo de Young efectivo
a partir de una imagen de AFM
En esta sección se explicará el proceso seguido para estimar el módulo de
Young efectivo de una muestra de anticuerpos IgM sobre mica en líquidos a partir
de una imagen en los canales de amplitud A2 y fase φ2 del segundo modo de forma
simultánea a la adquisición de una imagen de topografía. La fórmula que relaciona
la fuerza máxima con la distancia mínima depende del valor de A2 y φ2 del segundo
modo en zc y de un factor de corrección C. El factor de corrección C se obtiene
comparando el gradiente de la fuerza dado por la aproximación bimodal (ecuación
4.28) con el gradiente de la fuerza reconstruido según el algoritmo de Sader [178]. Por
otra parte, se han de registrar los valores de A2 y φ2 a medida que se toma la imagen
de topografía. Se puede entonces obtener un mapa de gradiente fuerza máxima en
función de la distancia mínima en cada píxel de la imagen y transformarlo en un
mapa de módulo de Young efectivo de la muestra a partir del radio de contacto.
4.4.1. Obtención del factor de corrección experimental
Es posible calcular el factor de corrección a partir de la reconstrucción experi-
mental del comportamiento de la fuerza máxima de interacción frente a la distancia
mínima. Para ello se han realizado experimentos de espectroscopía justo antes de
comenzar la adquisición de la imagen a estudiar. El procedimiento a seguir será el
siguiente. Se intentará comparar el gradiente de la fuerza hallado a partir de la ecua-
ción 4.28 con el gradiente de la fuerza obtenido por un algoritmo de reconstrucción
de la fuerza. A partir del comportamiento del cambio en la frecuencia de resonancia
∆f frente a zc (véase ﬁgura 4.4c) es posible reconstruir la fuerza de interacción entre
la punta y la muestra utilizando el método de Sader [178, 179].
Fts(d) = 2k1
∫ ∞
d
((
1 +
A
1/2
1
8
√
pi(u− d)
)
ΩFM(u)− A
3/2
1
2
√
(u− d)
dΩFM(u)
du
)
du
(4.29)
donde ΩFM(u) = ∆ω1ω01 y d es la distancia mínima. El proceso requiere incluir
en el cálculo de la distancia mínima d tanto la deﬂexión z0 como la amplitud del
segundo modo A2 (d = zc − z0 − A1 − A2) para obtener valores razonables para
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Figura 4.8: (a) Fuerza reconstruida a partir de los datos experimentales sobre IgM
y mica utilizando el método de reconstrucción de la fuerza de Sader [178]. (b) Com-
portamiento de la fuerza máxima frente a ∆f hallado a partir de (a) y de los experi-
mentos de espectroscopía. Los experimentos se han realizado con 40 Hz < ∆f < 50
Hz, lo que implica una fuerza máxima aplicada sobre el anticuerpo muy pequeña
(entre 40 y 60 pN).
la constante elástica de la mica (véase Apéndice 6.7). La ﬁgura 4.8a muestra el
comportamiento de la fuerza reconstruida frente a la distancia mínima d.
Para los valores experimentales de la micropalanca utilizada (k1 = 0.65 N/m,
k2 = 19.3 N/m, f01 = 21.665 kHz, f02 = 116.715 kHz, Q1 = 3, Q2 = 5 y A1 =
4.5 nm), el método de Sader muestra una reconstrucción de la fuerza acorde a
lo esperado. Si se ajusta la parte lineal de la curva correspondiente a la fuerza
reconstruida a una recta, se obtiene una constante de fuerzas de 1.60 ± 0.06 N/m
para la mica y 0.153 ± 0.004 N/m para el IgM. La constante elástica obtenida
realizando el ajuste sobre la curva correspondiente a la mica es infraestimada porque
la indentación es pequeña. Esto coincide con lo observado en la literatura con este
tipo de micropalancas [78]. La constante elástica obtenida realizando el ajuste sobre
la curva correspondiente al anticuerpo es 10 veces más pequeña que la obtenida
sobre la mica, lo que también coincide con lo observado sobre redes bidimensionales
de proteínas [78].
Si se combina la gráﬁca de fuerza máxima frente a distancia mínima con la
obtenida a partir de los experimentos de espectroscopía para ∆f frente a distancia
mínima, se puede estimar la fuerza máxima aplicada para un cambio en la frecuencia
de resonancia constante. En particular, las imágenes de anticuerpos IgM en PBS se
han adquirido con ∆f = 40−50 Hz. En este rango de ∆f , la fuerza máxima aplicada
(véase recuadro azul de la ﬁgura 4.8b) es aproximadamente de 40−60 pN sobre IgM
y 140− 180 pN sobre la mica. El hecho de que la fuerza máxima sobre la mica sea
superior a la fuerza máxima sobre el anticuerpo es debido a la presencia de fuerzas
atractivas superiores sobre la mica que sobre el anticuerpo. Las fuerzas sobre el
anticuerpo son muy pequeñas, lo que explica que la altura medida (5-6 nm) por
AFM sea cercana a la altura nominal (7.5− 8 nm) y corrobora que la medida no es
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Figura 4.9: Comparación de la fuerza reconstruida según el método de Sader (ecua-
ción 4.29) con la fuerza reconstruida a través de la aproximación bimodal (ecuación
4.28 ) para (a) mica y (b) IgM.
invasiva.
Igualando el gradiente de la fuerza reconstruida a través del método de Sader
con el obtenido a través de la aproximación del segundo modo (ecuación 4.28) se
obtiene un factor de corrección de C = 0.389 y un desplazamiento en x nulo. Los
valores de A2 utilizados en 4.28 se han corregido respecto a los presentados en la
ﬁgura 4.4f teniendo en cuenta la vibración residual de la base cuando se excita la
micropalanca acústicamente [109]. La ﬁgura 4.9 muestra las curvas correspondientes
a mica y anticuerpo corregidas utilizando el factor de corrección hallado a partir de
las curvas correspondientes a la mica. En este caso se observa que el gradiente de la
fuerza reconstruido a partir de la aproximación bimodal sobre el anticuerpo coincide
en gran medida con el reconstruido a partir del método de Sader. La pequeña des-
viación que se observa no es signiﬁcativa debido a que las variaciones en el gradiente
de la fuerza sobre el anticuerpo no son grandes. Se puede concluir que el factor de
corrección hallado se puede utilizar para reconstruir el módulo de Young efectivo de
la imagen correctamente.
4.4.2. Reconstrucción del módulo de Young efectivo de la
imagen
Una vez obtenido el factor de corrección, debemos convertir el mapa del gra-
diente de la fuerza F ′ en un mapa de módulos de Young efectivos E∗. Para ello
supondremos que la ley de fuerzas es como la del modelo DMT (ecuación 4.3).
Los experimentos fueron realizados en PBS, donde las fuerzas atractivas están muy
apantalladas, de tal forma que se pueden despreciar. Derivando la ecuación 4.3 y
evaluando F ′(d) en la distancia mínima se obtiene una relación entre el módulo de
Young efectivo y el gradiente de la fuerza máxima de interacción:
F ′peak(dmin) = 2E
∗√R
√
(a0 − dpeak) = 2E∗a (4.30)
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donde a es el radio de contacto. Hemos estimado un radio de contacto de 1 nm
para el anticuerpo a partir de la resolución lateral observada en la imagen.
En la ﬁgura 4.10a-b se muestra la imagen de topografía junto con el corres-
pondiente mapa de módulo de Young reducido hallado a partir de las imágenes de
A2 y φ2 utilizando las ecuaciones 4.28 y 4.30 y el factor de corrección experimental
(C = 0.388). Los correspondientes perﬁles a lo largo de las líneas punteadas en las
ﬁguras 4.10a-c no muestran correlación alguna entre la altura del anticuerpo y sus
propiedades elásticas. Mientras que la topografía tiene su máximo en el centro del
anticuerpo, el mapa de ﬂexibilidad muestra un máximo de 19.0± 0.1 MPa y varios
mínimos de 8.2 ± 0.1 MPa a lo largo del perﬁl. Es ilustrativo comparar la imagen
obtenida con la estructura de la proteína (ﬁgura 4.10c,e). En primer lugar, se ob-
serva que en la zona central del anticuerpo la presencia de una zona con mayor E∗
(E∗ ≈ 12 MPa). Esto puede ser debido al hecho de que ahí coincide la cadena J y va-
rias cadenas pesadas pertenecientes a los fragmentos Fc. También se observan otras
zonas de mayor módulo de Young efectivo (E∗ ≈ 8 − 16 MPa) que corresponden a
la unión de los brazos Fab con el Fc y están indicados por la letra H en la ﬁgura
4.10c. Los valores obtenidos para el módulo de Young efectivo sobre el anticuerpo
son comparables con los obtenidos para la membrana púrpura [78]. Sin embargo,
los valores del módulo de Young efectivo obtenidos sobre la mica son mucho meno-
res de lo esperado. Esto es debido a que la imagen de A2 utilizada para estimar el
gradiente de la fuerza no proporciona apenas contraste. Esto se ha observado tam-
bién en algunos de los experimentos realizados correspondientes al capítulo 3. En
el futuro sería adecuado realizar un estudio sistemático de las condiciones bajo las
cuales se mide contraste en los canales A2 y φ2 o únicamente en uno de ellos. La
obtención de contraste bimodal en ambos canales es esencial para la cuantiﬁcación
de los resultados experimentales.
4.5. Conclusiones
La microscopía de fuerzas bimodal es capaz de proporcionar una imagen de la
ﬂexibilidad de una proteína de forma simultánea a la adquisición de una imagen de
topografía. Esto se consigue combinando un montaje experimental que permite la
aplicación de fuerzas muy pequeñas (Fpeak ≈ 50 pN) con un desarrollo teórico que
relaciona el gradiente de la fuerza con la amplitud A2 y la fase φ2 del segundo modo.
A través de un planteamiento del problema basado en cantidades promedio (vi-
rial y energía disipada) es posible relacionar el virial del segundo modo de oscilación
con el gradiente de la fuerza de oscilación promediado en un ciclo de la oscilación del
primer modo. Las simulaciones numéricas muestran que el comportamiento de estas
cantidades promedio con la distancia mínima es el mismo que el comportamiento
del gradiente de la fuerza real con la distancia.
Se ha propuesto un factor de corrección que dé cuenta de la diferencia en
magnitud de esta cantidad y se ha estudiado el comportamiento de este factor con
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Figura 4.10: (a) Imagen de topografía y (b) mapa de elasticidad de un anticuerpo
IgM sobre mica. (c) Modelo del anticuerpo tal y como aparece en [141] (d) Corres-
pondientes perﬁles de topografía y módulo de Young reducido a lo largo de la línea
punteada en (a)-(c). (e) Esquema del anticuerpo IgM, constituido por la cadena j y
cinco anticuerpos IgG, que a su vez están formados por dos cadenas pesadas y dos
débiles que se estructuran en dos fragmentos Fab y un fragmento Fc.
la ley de fuerzas. Para materiales duros, la aproximación no es válida debido a que la
abrupta dependencia de la fuerza repulsiva de contacto con la distancia ampliﬁca los
errores y no proporciona estimaciones correctas de la elasticidad. Sin embargo, para
materiales blandos los errores no son signiﬁcativos y la aproximación es correcta.
Para aplicar el método de reconstrucción de la ﬂexibilidad de forma experi-
mental se han llevado a cabo experimentos de espectroscopía con el objetivo de
comparar el valor de la fuerza reconstruida según las aproximaciones de la microsco-
pía de fuerzas bimodal con el valor de la fuerza reconstruida mediante el algoritmo de
Sader. Esto permite la estimación del factor de corrección necesario para reconstruir
el gradiente de la fuerza a través de A2 y φ2.
La microscopía de fuerzas en modulación en frecuencia permite la reconstruc-
ción de la ﬂexibilidad en la imagen bajo la aplicación de fuerzas muy pequeñas. La
fuerza máxima aplicada sobre el anticuerpo es de 50 pN, lo que justiﬁca la medida
como no invasiva y es la razón por la que la altura del anticuerpo en la imagen es
próxima a la nominal.
No hay correlación alguna entre el módulo de Young efectivo y la topografía del
anticuerpo. Mientras que la región central del anticuerpo está elevada con respecto
a la región exterior, la ﬂexibilidad del anticuerpo cambia independientemente de su
altura. Sin embargo, se observan correspondencias entre la ﬂexibilidad y la estructura
del anticuerpo. Se observa una zona de módulo de Young efectivo alto en la región
central debido a la presencia de la cadena J y de la unión de los fragmentos Fab
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(E∗ = 12 MPa). Además, existen otras regiones con ﬂexibilidad también alta que
corresponden a las zonas donde los fragmentos Fab y Fc de cada brazo se unen (E∗ =
8 − 16 MPa). Los valores obtenidos del módulo de Young efectivo del anticuerpo
están de acuerdo a lo encontrado en la bibliografía en relación al módulo de Young
efectivo de proteínas.
Capítulo 5
Generación de armónicos superiores
en medios de factor de calidad bajo
5.1. Introducción
Cuando la micropalanca de un microscopio de fuerzas oscila en líquidos sur-
gen nuevos fenómenos relacionados con la dinámica debido a la inﬂuencia del medio
líquido. Aparte del aumento en las fuerzas hidrodinámicas a causa del aumento en
la densidad y viscosidad del ﬂuido y que ya fueron vistas en el capítulo 2, surgen
nuevos fenómenos no observados anteriormente en microscopía de fuerzas en aire. La
motivación del trabajo que presento en este capítulo es entender las características
de estos fenómenos y su dependencia en diversos parámetros de la micropalanca.
Las fuerzas de interacción que originan estos nuevos fenómenos son fuerzas que de-
penden de forma no lineal con la distancia. Estas fuerzas distorsionan la oscilación
de la micropalanca al mismo tiempo que la fuerza de excitación mantiene periódica
la oscilación. Cuando la micropalanca oscila en líquidos, esta generación de armó-
nicos superiores de la frecuencia de excitación abre canales adicionales (amplitudes
de estos armónicos) de los que se puede extraer información importante sobre las
propiedades de la muestra. La generación de armónicos superiores de la frecuencia
de excitación tiene también implicaciones importantes en el contraste de fase y en
el cálculo de parámetros esenciales de la interacción.
5.1.1. Fuerzas lineales y fuerzas no lineales
Las fuerzas de interacción entre punta y muestra dependen generalmente de
forma no lineal de la distancia [19]. En el caso en el que la amplitud libre A0 es
mucho más pequeña que la longitud característica de la fuerza considerada es posible
linearizar la fuerza, de forma que:
Fts(z + z0) = Fts(z0) +
dFts
dz
z (5.1)
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Figura 5.1: curva de resonancia para una (a) fuerza lineal y (b) no lineal tal y como
aparece en [183].
donde kts = −dFtsdz , de tal forma que Fts = ktsz en la ecuación 3.4 (n = 1). Esto
es posible por ejemplo, en los casos de medidas de capas de solvatación (A0 ≈ 80
pm) [11, 103] o en el caso de la medida de fuerzas magnéticas en lift mode [180].
De esta forma, la amplitud resultante viene dada por:
A =
kA0√
(k + kts)2
(
1− ω2
ω20
)2
+
(
ωω0
Q
)2 (5.2)
φ = arctan
− ωω0
Q(k + kts)
(
1− ω2
ω20
)
 (5.3)
Las ecuaciones 5.2 y 5.3 indican que la presencia de una fuerza de interacción
lineal provoca únicamente un desplazamiento en la frecuencia de resonancia de la
curva de resonancia (véase ﬁgura 5.1a). Este desplazamiento viene dado por [181,
182]:
∆f = f0
kts
2k
(5.4)
Sin embargo, en la mayor parte de los experimentos de microscopía de fuerzas
se observa una deformación de la curva de resonancia como la que se muestra en la
ﬁgura 5.1b. Ésta deformación puede ser causada bien por una fuerza no lineal, o por
una fuerza que entra únicamente en una parte del ciclo [183, 184, 185].
Además, es conocido que la no linealidad en la fuerza de interacción (cua-
drática, cúbica, racional...) es la responsable de la generación de armónicos de la
frecuencia de excitación [186]. Por ello es preciso incluir fuerzas no lineales en la
ecuación del movimiento y estudiar por otra parte si también la fuerza de interac-
ción ha de ser considerada como una fuerza que entra en todo el ciclo o sólo en una
parte.
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5.1.2. Revisión de la literatura.
El estudio de la generación de armónicos superiores en la microscopía de fuer-
zas data del año 1999. Var noort y colaboradores [187] utilizaron la amplitud del
segundo armónico para medir la densidad de carga superﬁcial de mica y ADN. Tam-
bién en el año 1999, J. Tamayo relacionó la distorsión armónica de la señal con la
energía disipada, la amplitud y la fase del armónico fundamental [177]. La distorsión
armónica se deﬁne como una medida de la fracción de potencia transferida desde el
armónico fundamental a armónicos superiores [188]. Numerosos estudios fueron lle-
vados a cabo alrededor del año 2000 en relación a este fenómeno [116, 129, 188, 189].
En particular, Stark y Heckl describieron de forma teórica el origen de esta
distorsión considerando que la micropalanca es un sistema lineal descrito por una
función de transferencia. De esta forma, bajo una hipótesis fenomenológica para el
comportamiento temporal de la fuerza de interacción, llegaron a una relación entre
la amplitud de los armónicos superiores y parámetros característicos de la interac-
ción como la fuerza máxima aplicada Fpeak y el tiempo de contacto tc [116]. Tres
años después, también encontraron que para determinadas condiciones de trabajo
se obtenía un contraste apreciable en la amplitud de los armónicos superiores An
para un contraste de fase nulo [129]. En particular, cuando la amplitud de trabajo
Asp era entre un 40 y un 80% de la amplitud libre, los canales An abrían canales
alternativos en los que se podía obtener una imagen de la que extraer información
composicional de la muestra.
En el año 2005 se observó que la presencia de fuerzas no lineales en la fuerza
de interacción entre la punta y la muestra, además de modiﬁcar la amplitud y fase
del primer armónico y de generar armónicos superiores, también hacía aparecer una
deﬂexión estática z0 [190]. Por su parte, Atalar y colaboradores también estudiaron
propiedades de estos armónicos a través de simulaciones numéricas y aproximaciones
analíticas. Sin embargo, se centraron en la respuesta armónica resonante [191], con-
sistente en sintonizaron las propiedades de la micropalanca para que los armónicos
superiores de la frecuencia de excitación coincidieran con modos superiores de vibra-
ción de la micropalanca y se vieran así ampliﬁcados. Con esta técnica, sintonizando
la constante de fuerzas de la micropalanca utilizada para así obtener imágenes sobre
muestras cualquiera que fuera su constante elástica (tanto muestras biológicas como
semiconductores).
La generación de armónicos superiores de la frecuencia de excitación no se li-
mita exclusivamente a la adquisición de imágenes, sino que existen otras aplicaciones
muy interesantes. Existen trabajos teóricos que sugieren la utilización de armóni-
cos superiores para la reconstrucción de la fuerza de interacción. En el año 2000
Dürig propuso el estudio de los armónicos generados para reconstruir la fuerza de
interacción en microscopía de fuerzas en modulación en frecuencia [133]. También es
posible hacerlo en modulación en amplitud, donde simulaciones numéricas muestran
que el máximo error en la reconstrucción de la constante elástica de una muestra es
de menos del 10% si se incluyen los primeros 20 armónicos en el cálculo [192].
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Figura 5.2: Imágenes de (a) topografía y (b) A2 de una membrana de proteínas tal
y como aparece en [51]. Imágenes de (c) topografía y (d) A2 de una bacteria tal y
como aparece en [131].
Las medidas experimentales más exitosas vinieron más tarde. Aunque Stark y
Heckl ya habían presentado imágenes que mostraban la posibilidad de utilizar estos
canales para examinar la muestra, no ha sido hasta recientemente cuando esto se
ha explotado. La razón es que la aplicación tiene su potencia máxima al aplicarla a
la relativamente nueva microscopía de fuerzas en líquidos, donde es posible obtener
imágenes en armónicos superiores utilizando una amplitud de trabajo Asp > 0.8A01
a diferencia de lo que ocurría en aire [87]. Así, se han obtenido imágenes con re-
solución molecular en líquidos de redes bidimensionales de proteínas y de bacterias
que apuntan a un aumento de la resolución lateral [51] y a un contraste composicio-
nal [131] no observados en aire hasta la fecha. Los canales adicionales que se abren
también pueden ser utilizados para introducir mejoras en la microscopía de fuerzas
en líquidos. Por ejemplo, Guckenberger y colaboradores utilizaron la amplitud del
segundo armónico como señal de realimentación adicional para la adquisición de
imágenes de forma estable en líquidos [130].
5.1.3. Objetivos
El objetivo principal de este capítulo es estudiar la generación de armónicos
superiores y su dependencia en diversos parámetros de la micropalanca y en parti-
cular, en su factor de calidad. La adquisición de imágenes en armónicos superiores
se obtiene mucho más fácilmente en líquidos que en aire como se desprende de las
medidas experimentales. La razón por la que esto ocurre parece ser una suma de
circunstancias que en este capítulo se intentará analizar en detalle. Para comparar
el medio líquido y el aire únicamente se variará el factor de calidad del medio (Q = 4
para agua y Q = 100 para aire). De sobra es conocido que al pasar de un medio a
otro también cambian las fuerzas de interacción [19] y la frecuencia de resonancia
[81], pero en lo que se reﬁere a este capítulo esos parámetros se mantendrán cons-
tantes. La apertura de canales en armónicos superiores provoca la apertura también
del canal de fase como canal adicional del que obtener información de la muestra
[177].
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Figura 5.3: Imágenes de (a) topografía y (b) A2 de una isla de membrana púrpura
(bR) sobre mica en buﬀer. Imágenes de (d) topografía (e) φ y (f) A2 que muestra el
contraste composicional que proporcionan φ1 y A2 entre la superﬁcie extracelular y
la citoplasmática de la membrana.
Una imagen ilustrativa de lo que ocurre en líquidos y de lo que se tratará de
analizar en este capítulo está representada en la ﬁgura 5.3. La muestra elegida para
estos experimentos ha sido la red bidimensional que la proteína bR forma en mica
(que ya apareció en el capítulo 1). La razón de elegir la membrana púrpura para
realizar los experimentos de este capítulo es que tiene dos superﬁcies (extracelular
y citoplasmática) con diferentes propiedades mecánicas que pueden dar lugar a un
contraste bien diferenciado.
Para la preparación de la muestra se disolvió la proteína bR hasta obtener una
concentración homogénea de 5− 10µg/ml en buﬀer de pH 8.2 preparado con 30mM
de Tris-HCl y 300mM KCl. Luego se incubó sobre la mica durante 50-60 minutos
y se enjuagó la muestra con buﬀer de pH 8.1 preparado con 10mM de Tris-HCl
y 300mM KCl. Para la adquisición de las imágenes la muestra y la micropalanca
fueron sumergidas en aproximadamente 60 µl de este mismo buﬀer.
Las micropalancas utilizadas son micropalancas triangulares Olympus de cons-
tante de fuerzas k ≈ 0.57 N/m y f0 ≈ 22 kHz en líquidos. La ﬁgura 5.3a muestra la
parte extracelular de la membrana en el canal de topografía utilizando una amplitud
libre A0 = 5 nm y una amplitud de trabajo Asp = 0.97A0. La ﬁgura 5.3b muestra
una región de la parte extracelular y otra región de la parte citoplasmática de la
membrana en el canal de fase φ. Las ﬁguras 5.3d-f corresponden a una imagen con
un rango de barrido menor, donde se observan ambas regiones en los canales de to-
pografía, fase φ y amplitud del segundo armónico A2. Es importante no confundir A2
y φ2 en este capítulo, que corresponden a la amplitud y fase del segundo armónico
ω = 2ω0, con el A2 y φ2 que aparecieron en capítulos anteriores y que correspondían
a la amplitud y fase del segundo modo de oscilación ﬂexural de la micropalanca. Las
110Generación de armónicos superiores en medios de factor de calidad bajo
imágenes de la ﬁgura 5.3 sugieren la apertura de varios canales para proporcionar
información adicional acerca del contraste composicional de la muestra. El recua-
dro de la ﬁgura 5.3c muestra una imagen de la periodicidad que los trímeros de la
proteína adquieren dentro del cristal y corrobora que la adquisición de imágenes en
armónicos superiores es compatible con la adquisición de imágenes de alta resolución
en líquidos.
En este capítulo también se estudiaran las ventajas de adquirir imágenes en
líquidos en armónicos superiores con respecto al aire y se analizarán los motivos de
las mismas.
5.2. Simulaciones numéricas
En esta sección se realizarán simulaciones numéricas utilizando la ecuación
del movimiento del modelo de masa puntual, esto es, sin incluir la contribución de
modos superiores de vibración de la micropalanca. Además, se considerará el caso
en el que la micropalanca se excita magnéticamente (ecuación 2.63). Es conocido
que la existencia de modos superiores de vibración de la micropalanca cambia la
función de transferencia de la misma, modiﬁcando así su respuesta en armónicos
de la frecuencia de oscilación [53, 193, 194]. La oscilación de la micropalanca viene
entonces dada por:
z(t) = z0 +
∑
n
zn = z0 +
∑
n
An cos (nω − φn) (5.5)
donde z0 es la deﬂexión, zn la contribución de cada térmico, ω la frecuencia
de oscilación del armónico fundamental y An y φn las amplitudes y fases de los
armónicos superiores.
Bajo algunas condiciones (constante de fuerzas k < 0.1 N/m y amplitudes
libres A0 ≈ 15 nm) se ha comprobado experimentalmente que el contraste en la
imagen del sexto armónico (cercano al segundo modo ﬂexural de oscilación de la
micropalanca) es mucho mayor que la del segundo armónico. Sin embargo, en las
condiciones estudiadas en este capítulo, tanto desde el punto de vista experimental
como en las simulaciones, las amplitudes libre son más pequeñas (A0 ≈ 4− 10 nm)
y la constante de fuerza más grande (k ≈ 0.5 − 4 N/m), por lo que la excitación
momentánea del segundo modo no es signiﬁcativa [53]. En cualquier caso, sólo será
analizado el comportamiento de los cuatro primeros armónicos, que sólo se verían
afectados por el primer modo ﬂexural. Esta aproximación es válida para resolver
el objetivo de este capítulo, esto es, explicar la dependencia de la amplitud de los
armónicos superiores con el factor de calidad.
A continuación se presenta lo más destacado de los resultados obtenidos tras
haber realizado simulaciones numéricas para una micropalanca de k = 4 N/m, f0 =
103.784 kHz inmersa en medios de factor de calidad Q = 4 y Q = 100. El modelo
utilizado para la fuerza de interacción es el modelo DMT (ecuación 4.3) con H =
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Figura 5.4: (a) An y (b) An/A0 para Q = 100 y Q = 4 para F0 constante (líneas
negra y roja) y para A0 constante (líneas negra y verde) para una micropalanca de
k = 4 N/m, f0 = 103.784 y Asp = 0.8A0.
0.2 · 10−20 J y E∗ = 32 GPa. Las simulaciones se han realizado ﬁjando un valor
para la amplitud de trabajo (Asp = 0.9A0) y manteniendo dos variables constantes:
fuerza de excitación F0 y amplitud libre A0.
5.2.1. Distorsión armónica de la señal
En la ﬁgura 5.4a se observa que existen determinadas condiciones (ω = ω0 y F0,
Asp = 0.9A0 constantes) bajo las que la magnitud de los armónicos superiores es igual
para Q = 4 que para Q = 100 (líneas negra y roja). Sin embargo, sólo para Q = 4 la
distorsión armónica de la señal (relacionado con el cociente entre la amplitud de los
armónicos superiores y el fundamental An/A1 [188]) es suﬁcientemente alta como
para ser detectada (véase ﬁgura 5.4b). Esto es debido a que para la misma fuerza de
excitación F0, la amplitud libre A0 = F0Q/k (véase ecuación 2.68) es menor cuanto
menor es Q. Esto implica que el cociente An/A0 crece a medida que Q disminuye. La
adquisición de imágenes en armónicos superiores es más favorable en líquidos que
en aire porque las condiciones en las que los armónicos generados son los mismos
implican una utilización de A0 = 6 nm en líquidos y de A0 = 160 nm en aire. La
utilización de amplitudes libres tan grandes en aire no es común.
La generación de armónicos para el caso de A0 constante se presenta también
en la ﬁgura 5.4 (líneas negra y verde). En este caso, la magnitud de los armónicos
superiores para Q = 4 es mucho mayor que para Q = 100. Además, como A0 es la
misma en ambos casos (A0 ≈ 6 nm), la distorsión armónica de la señal mayor para
el caso de Q = 4.
Las simulaciones numéricas realizadas cuando la micropalanca opera en reso-
nancia apuntan a una independencia de la generación de armónicos superiores en el
factor de calidad cuando Asp = y F0 son constantes. Sin embargo, en este caso la
distorsión armónica An/A1 sí depende de Q debido a la dependencia de A1 en Q.
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Figura 5.5: (a) Medida experimental de la oscilación de la micropalanca frente al
tiempo a medida que la punta se aproxima a la muestra. La oscilación decrece de
forma asimétrica. Comparación entre la aproximación dada por la ecuación 5.6 y la
dada por las simulaciones numéricas (b) para φn frente a la frecuencia del armónico a
una amplitud de trabajo Asp = 0.7A0 y (c) para φ2 frente a A/A0. Comportamiento
temporal dado por las simulaciones numéricas para z1, z2 y z3 para (d) Q = 4 y
(e) Q = 100 y (f) comportamiento de la oscilación zn frente a t/T dependiendo del
número de armónicos considerados.
5.2.2. Decrecimiento asimétrico de la señal
En las simulaciones numéricas se observa un decrecimiento asimétrico de la
oscilación en líquidos a medida que la distancia entre la punta y la muestra dis-
minuye. Los mínimos de la señal parecen reducirse, mientras que los máximos se
mantienen constantes. Esto está en acuerdo con lo observado experimentalmente
por muchos autores [87, 109, 106, 195, 196] y por lo encontrado en los experimentos
sobre la membrana púrpura en líquidos (véase ﬁgura 5.5a). En principio, existen
muchos parámetros de los que depende la oscilación. Para simpliﬁcar el problema,
aquí se plantea una aproximación para la fase de los armónicos superiores φn. Los
resultados de las simulaciones numéricas realizadas para una micropalanca de k = 4
N/m y f0 = 103.784 kHz y factores de calidad Q = 4 y Q = 100 oscilando con una
fuerza de excitación constante de F0 = 6 nN sugieren una dependencia de la fase
de los armónicos superiores en la fase del armónico fundamental φ1. La fase de los
armónicos superiores φn parece depender de n y de φ1 de acuerdo a la ecuación:
φn = nφ1 − (n− 1)pi (5.6)
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En la ﬁgura 5.5b se compara la aproximación dada por la ecuación 5.6 con las
fases obtenidas en las simulaciones numéricas para Asp = 0.7A0. Para Q = 100 la
aproximación es buena, mientras que para Q = 4 diverge ligeramente. Esto también
se puede observar en la ﬁgura 5.5c, en la que se muestra la misma comparación
para todo el rango de amplitudes de trabajo, y en la ﬁgura 5.5d-e, donde se observa
el comportamiento temporal del armónico fundamental, del segundo y del terce-
ro hallados a través de las simulaciones. La fase de los armónicos parece depender
también ligeramente del valor de Q. Suponiendo que la distancia mínima y la dis-
tancia máxima ocurren en el mínimo y en el máximo del armónico fundamental
respectivamente:
zmin = z1,min (5.7)
se puede minimizar z1 y obtener el tiempo en el que la distancia mínima ocurre:
tmin =
φ1 + (2n+ 1)pi
ω
(5.8)
Teniendo también una aproximación para φn (dada por la ecuación 5.6), es
entonces posible aproximar la amplitud total en el mínimo y en el máximo del
armónico fundamental. Truncando el desarrollo de z(t) (ecuación 5.5) en el tercer
armónico éstas vienen dadas por:
z(tmin) = zc + z0 − A1 − A2 − A3 (5.9)
z(tmax) = zc + z0 − A1 − A2 + A3 (5.10)
La aproximación 5.6, aún a pesar de no incluir la ligera dependencia de φn
en Q, describe ﬁelmente la razón por la que la oscilación decrece asimétricamente
en líquidos y que observamos experimentalmente. La combinación de una deﬂexión
estática z0 con la generación de los armónicos superiores resulta en un decrecimiento
menor en la parte inferior de la señal que en la parte superior de la señal (véase
ecuaciones 5.9 y 5.10) que produce un decrecimiento asimétrico de la señal total
como la que se observa en la ﬁgura 5.5f.
5.2.3. Dependencia de tc y Fpeak en los parámetros de la os-
cilación
Cuando la fuerza de interacción actúa sólo durante una corta fracción del
periodo de oscilación y se aproxima a una fuerza de impacto, se pueden considerar
el tiempo de contacto como el tiempo en el que la fuerza actúa. Observando la ﬁgura
5.5f se puede observar que tc depende principalmente de zc, z0 y A1. Otro parámetro
característico de la interacción es la fuerza máxima de interacción, que ocurre cuando
la distancia es mínima. La distancia mínima dmin depende principalmente de zc, A1,
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z0, An y φn. Realizando la aproximación para φn dada por la ecuación 5.6, la fuerza
máxima pasa a depender de zc, A1, z0 y An.
Sustituyendo la ecuación 5.8 en la ecuación 5.5 se puede obtener una expresión
para hallar la distancia mínima, dependiendo del número de armónicos considerados:
dmin = zc + z0 + A1 cos(ωt− φ1) +
nﬁn∑
n=1
An cos(nωt− nφ1 + (n− 1)pi) (5.11)
En la ﬁgura 5.6a se presenta la comparación entre la dmin obtenida a través de
simulaciones numéricas y la hallada a partir de la aproximación dada por la ecuación
5.11 para distintos valores de nﬁn. La aproximación no se desvía de forma apreciable
para Q = 4, mientras que para Q = 100 existe una discrepancia mayor debido a la
abrupta variación de la fuerza de interacción con la distancia mínima en el modelo
DMT.
Además, suponiendo que la fuerza entra cuando la distancia d = d0 (usual-
mente del orden de la distancia atómica) en el tiempo t0 = tmin − tc/2 se pueden
obtener varias expresiones para hallar el tiempo de contacto tc dependiendo de haber
incluido o no al segundo armónico superior en el cálculo:
d0 = zc + z0 − A1 cos
(
t
(a)
c ω
2
)
(5.12)
d0 = zc + z0 − A1 cos
(
t
(b)
c ω
2
)
− A2 cos (tcω) (5.13)
Despejando tc se tiene:
t(a)c =
2
ω
arc cos
(
z0 + zc − d0
A1
)
(5.14)
t(b)c =
2
ω
arc cos
(
−A1 +
√
A21 + 8A2(A2 − d0 + z0 + zc)
4A2
)
(5.15)
En la ﬁgura 5.6b se presenta la comparación entre el tiempo de contacto tc ob-
tenido a través de simulaciones numéricas y el hallado a partir de las aproximaciones
dadas por las ecuaciones 5.14 y 5.15. Mientras que la ecuación 5.14 no proporcio-
na una buena aproximación, la inclusión del segundo armónico en la aproximación
(véase ecuación 5.15) proporciona un buen ajuste tanto para el caso de Q = 4 como
para el de Q = 100.
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Figura 5.6: (a) distancia mínima dmin y (b) tiempo de contacto tc frente a A1/A0
para Q = 4 y Q = 100 teniendo en cuenta las aproximaciones de las expresiones
dadas por las ecuaciones 5.11, 5.14 y 5.15.
5.2.4. Dependendencia de la sensibilidad de los armónicos en
el factor de calidad
A pesar de que para F0 y A1/A0 constantes, y ω = ω0 los armónicos generados
son iguales para Q = 4 y Q = 100 (líneas negra y roja de la ﬁgura ﬁg:ratioa), la
sensibilidad de éstos a una variación en la constante de acoplo de la fuerza es mucho
mayor en líquidos. En la ﬁgura 5.7 se presentan los armónicos generados para ambos
casos sobre muestras con módulo de Young efectivo que varía desde 30 GPa hasta
300 MPa. Los valores están normalizados al valor de A2 para agua y aire. En la
ﬁgura se observa que la diferencia en la magnitud entre los armónicos es mayor
cuanto menor es el módulo de Young efectivo de la muestra. Cuando Q = 4 esto se
hace mucho más evidente (véase ﬁgura 5.7a). La razón por la que esto ocurre es que
la sensibilidad está directamente relacionada con la atenuación de los armónicos y
se verá en detalle en la sección 5.4.
5.2.5. Curva de resonancia
Hasta ahora se ha presentado lo que sucede en el caso particular en el que
ω = ω0. Es interesante observar lo que ocurre en el rango de frecuencias completo.
En la ﬁgura 5.8 se presenta el comportamiento en frecuencia de A1/A0, la del cociente
entre la amplitud del segundo armónico y el fundamental A2/A1 y la de la fase φ1
para Q = 4 y Q = 100 tanto en el caso de F0 constante (líneas negra y roja) como
en el de A0 constante (líneas negra y verde) para diversos valores de la amplitud
de trabajo Asp
∣∣
ω=ω0
. En ella se observa cómo el comportamiento de A2/A1 depende
principalmente deQ (las líneas negra y verde coinciden), mientras el comportamiento
de φ parece ser independiente de Q.
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Figura 5.7: An/A2 para (a) Q = 4 y (b) Q = 100 y diversos valores del módulo de
Young efectivo E∗ de la muestra para Asp = 0.8.
Figura 5.8: Curvas de resonancia utilizando simulaciones numéricas y modelando
la fuerza de interacción como la del modelo DMT. (a) A1/A0 (b) A2/A1, (c) φ1
para diversos valores de A1/A0 para F0 constante (líneas negra y roja) y para A0
constante (líneas negra y verde).
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Figura 5.9: Curvas de resonancia utilizando simulaciones numéricas y modelando
la fuerza de interacción como la del modelo DMT. (a) A2 y (b) deﬂexión z0 para
diversos valores de la amplitud de trabajo Asp para F0 = 6 nN y Q = 4 (negro) y
Q = 100 (rojo).
5.2.6. Deﬂexión y dependendencia de la sensibilidad de la
deﬂexión en el factor de calidad
En las simulaciones numéricas se observa la aparición simultánea de un com-
ponente estático z0 simultáneo con la generación de armónicos superiores cuyo com-
portamiento es similar al de éstos. En la ﬁgura 5.9 se observa el comportamiento
en frecuencia de A2 y z0 frente a ω para el caso en el que F0 es constante. Cuando
ω = ω0 ni la amplitud del segundo armónico ni la deﬂexión z0 dependen del factor
de calidad Q, tomando valores similares para diversas amplitudes de trabajo Asp
(véase símbolos negros y rojos de la ﬁgura 5.9). Esto es probablemente debido a
que a esa frecuencia A1/A0 también es ﬁja. Sin embargo, en el resto de valores de ω
tanto z0 como A2 parecen depender de Q.
Al igual que en la sección anterior se presentó el contraste de An para diversos
valores del módulo de Young efectivo, es ilustrativo hacer esto también en el caso de
la deﬂexión. En la ﬁgura 5.10 se observa la dependencia de la deﬂexión con el módulo
de Young para agua y aire frente a A1/A0. A pesar de que el comportamiento de
la deﬂexión z0 con Q es similar al comportamiento de A2, su comportamiento con
E∗ es muy diferente. Mientras que para Q = 4 existe un pequeño contraste entre
materiales a un A1/A0 ﬁjo, para Q = 100 no existe contraste alguno. Esto también
se tratará en más detalle en la sección 5.4.1.
5.2.7. Resumen
Las simulaciones numéricas han permitido, en primer lugar, escribir ecuacio-
nes aproximadas que relacionan la fuerza máxima Fpeak y el tiempo de contacto tc
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Figura 5.10: Comportamiento de z0 frente a A1/A0 (a) Q = 4 (b) Q = 100 a F0 = 6
nN para distintos valores del módulo de Young efectivo.
con los parámetros de la oscilación. Para modelar el comportamiento de Fpeak de
forma correcta en aire es necesario incluir las contribuciones a la oscilación total
de la deﬂexión z0 y hasta el quinto de los armónicos superiores. Para modelar el
comportamiento de tc correctamente es suﬁciente incluir la deﬂexión x0 y el segun-
do armónico A2. Esto también permite reproducir el decrecimiento asimétrico de la
señal en medios de factor de calidad bajo a través del análisis de la contribución de
cada armónico a la oscilación total.
En segundo lugar, estudiar la dependencia de la generación de armónicos supe-
riores en el factor de calidad Q. Cuando ω = ω0 y A1/A0 es constante los armónicos
generados no dependen de Q, mientras que para ω 6= ω0 sí lo hacen. Sin embargo, a
pesar de que es posible obtener armónicos similares en magnitud en aire y en agua
(cuando ω = ω0 y F0 y A1/A0 son constantes) existen dos diferencias signiﬁcativas.
La primera es que el cociente de amplitudes A2/A0 sí depende de Q, de tal forma
que la distorsión armónica An/A1 también lo hace, facilitando la adquisición de imá-
gens en armónicos superiores en medios de factor de calidad bajo. La segunda, que
los armónicos no se comportan de forma equivalente ante un cambio en el módulo
de Young efectivo, siendo los armónicos en agua más sensibles que los armónicos
en aire. Finalmente, se observa que el término estático deﬂexión se comporta en
magnitud y sensibilidad como el segundo armónico en cuanto a su dependencia en
Q.
5.3. Aproximación analítica
En esta sección trataré de aproximar el problema de la generación de armó-
nicos superiores de forma analítica. Esto se puede hacer desde una aproximación
newtoniana (resolviendo la ecuación del movimiento), o utilizando cantidades pro-
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medio. En el siguiente apartado presentaré la aproximación basada en teoría de
perturbaciones.
5.3.1. Teoría de perturbaciones
Existen muchos trabajos teórico desarrollados en torno al oscilador armónico
forzado que incluyen fuerzas no lineales. El más extendido es el modelo de Duﬃng,
que incluye el término de fuerza no lineal como αx3 [197, 198, 199, 200, 201].
En esta sección se introducirá cómo resolverlo en base a teoría de perturbacio-
nes. Esto consiste en suponer la interacción como una perturbación del movimiento
Fts. Si además, también los términos de disipación y de excitación se consideran
perturbaciones, la ecuación a estudiar es:
z¨(t) + 
ω0
Q
z˙(t) + ω20z(t) = 
F0
m
cos (ωt) + Fts (5.16)
La oscilación se puede desarrollar también en potencias de la perturbación, de
tal forma que:
z = z0 + z + 
2z2 +O(3) (5.17)
Combinando las ecuaciones 5.16 y 5.17 se obtienen diversas ecuaciones para
los diversos órdenes en , de tal forma que se puede resolver cada una de ellas y
hallar la solución del sistema global.
Para simpliﬁcar el problema se considerará una fuerza cuadrática de la forma
[202]:
Fts = αz
2 (5.18)
para la que se puede hallar de forma analítica A2 en función de la constante
de acoplo de la fuerza cuadrática:
A2 =
αA21
6ω20
(5.19)
z0 = −αA
2
1
2ω20
(5.20)
Las ecuaciones 5.19 y 5.20 no reproducen la dependencia de los armónicos An
y de la deﬂexión z0 en la fuerza de excitación F0 que las simulaciones que utilizaban
el modelo DMT para la fuerza de interacción sugerían. En la sección anterior vimos
cómo a F0 constante, A1/A0 constante y ω = ω0, la amplitud de los armónicos
superiores no dependía de Q. Sin embargo, para una fuerza cuadrática, la ecuación
5.19 pronostica una dependencia de An en A1 y consecuentemente en Q. En la ﬁgura
5.11b se puede observar cómo el cociente A2/αA1 depende deQ (en ω = ω0 las curvas
negra y verde coinciden, y están muy alejadas de la curva roja). Esto también está
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Figura 5.11: Curvas de resonancia utilizando simulaciones numéricas y modelando
la fuerza de interacción como una fuerza cuadrática. (a) A1/A0, (b) A2/αA1 y (c)
φ frente a ω para amplitud libre A0 constante (líneas negra y verde) y a fuerza de
excitación constante (líneas negra y roja) para Q = 4 y Q = 100.
de acuerdo con la expresión 5.19, que pronostica que esta magnitud es proporcional
a A.
La ﬁgura 5.11 constata que el modelo de fuerza cuadrática, además de no re-
producir el comportamiento de A2/A1, tampoco reproduce la forma de las curvas
de resonancia del modelo DMT (véase ﬁgura 5.8). Esto es coherente con el hecho de
que si intentamos desarrollar la fuerza que aparece en el modelo DMT por un poli-
nomio en torno a la distancia mínima, no es posible que un desarrollo de potencias
de únicamente dos términos sea una buena aproximación de la fuerza real. Hasta
mi conocimiento, una desarrollo en series de Taylor de la fuerza del modelo DMT
en torno a la distancia mínima habría de incluir más de 25 términos, no haciendo
posible un desarrollo analítico.
Sin embargo, a continuación se presenta otro enfoque al problema. Si se mo-
diﬁca la fuerza de interacción y se utiliza para reproducir el comportamiento de los
armónicos superiores observado en las simulaciones la dada por:
Fts(d) =
{
α(d− d0)2 x ≤ d0
0 x > d0
(5.21)
En la ﬁgura 5.12 se observa cómo al considerar una fuerza cuadrática deﬁnida a
trozos con d0 = 1 nm se reproduce el comportamiento de las curvas de resonancia del
modelo DMT: A2/A1 depende principalmente deQ, mientras que φ no lo hace. Varios
autores ya apuntaron la importancia que tiene en la dinámica de la micropalanca
el hecho de que las fuerzas entren únicamente en una parte del ciclo [203, 204,
205, 206]. La no linearidad que introduce el cambio en la constante elástica de
la fuerza en el momento del impacto es a veces más importante que el tipo de
no linealidad de la fuerza en sí (cuadrática, cúbica, racional...) [203]. Tanto las
aproximaciones basadas en una fuerza lineal a trozos [204], como las basadas en
una fuerza no lineal de impacto [205, 206] proporcionan un comportamiento similar
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Figura 5.12: Curvas de resonancia para una fuerza cuadrática que entra en d = 1
nm. (a) A2/A0 y (b) φ frente a ω para amplitud libre A0 constante (líneas negra y
verde) y a fuerza de excitación constante (líneas negra y roja) para Q = 4 y Q = 100.
para la curva de resonancia de A1. Sin embargo, para reproducir la generación de
armónicos superiores es necesario introducir una fuerza no lineal [186].
En la ﬁgura 5.13 se muestra la importancia de que la fuerza no entre en todo
el ciclo, sino en una parte de él. Las simulaciones fueron realizadas disminuyendo
progresivamente el tiempo del ciclo en el que entraba la fuerza. A medida que la
fuerza entra durante menos parte del ciclo, la curva de resonancia se aproxima
mejor a la dada por las simulaciones utilizando la fuerza del modelo DMT con una
constante de acoplo negativa (triángulos negros en la ﬁgura 5.13a).
El problema de esta aproximación es que es preciso resolver el problema en
las dos zonas con distinta fuerza de interacción, unir ambas soluciones y hallar las
constantes deseadas a partir del conocimiento del tiempo en el que ocurre el contacto
ta y la distancia en la que entra la fuerza d0. Esto puede hacerse de forma numérica,
pero así tampoco es posible dar una dependencia analítica de An en la fuerza de
interacción.
5.3.2. Método basado en cantidades promedio
La otra forma de enforcar el problema de forma analítica es a través de las
ecuaciones del virial y de la energía disipada. Si suponemos que la deﬂexión ya no
es una señal armónica, sino que la señal está distorsionada por la generación de
armónicos superiores An a las frecuencias de oscilación nω se tiene que:
z(t) = z0 +
∑
n≥1
An cos(nωt− φn) (5.22)
Combinando esta ecuación 3.9 con las ecuaciones 4.8 y 4.9 (con n = 1) se
obtiene [177]:
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Figura 5.13: (a) A1 y (b) A2/A1 frente a ω/ω0 para una fuerza cuadrática deﬁnida
a trozos a medida que la fuerza entra, primero en todo el ciclo (rojo) y luego pro-
gresivamente en menos parte del ciclo (verde, amarillo, azul y rosa). Los triangulos
negros en (a) corresponden a la curva de resonancia para la fuerza del modelo DMT.
sinφ1 =
ω
ω0A0A1
∑
n≥1
n2A2n +
QEts
pikA0A1
(5.23)
Truncando el desarrollo de z(t) en n = 2, se tiene:
Ets =
pikA0A1
Q
sinφ1 − piωk
ω0Q
(A21 + 4A
2
2) (5.24)
Cuando la energía disipada entre la punta y la muestra es despreciable (Ets ≈
0) (ecuación 5.25), la fase depende únicamente del valor del setpoint Asp y del
cociente A2
A1
. Para dar una relación adicional que relacionase la fuerza de interacción
y A2 se necesitaría recurrir también a la ecuación del virial (ecuación 4.7). Hasta mi
conocimiento, no es posible resolver las integrales que aparecen modelando la fuerza
de interacción como la del modelo DMT y así hallar una ecuación adicional.
sinφ1 =
ωA1
ω0A0
(
1 + 4
A2
A1
2)
(5.25)
5.4. Aproximación semi-analítica
En la sección anterior hemos visto la imposibilidad de encontrar expresiones
analíticas para An. Por esa razón en esta sección presentaré una aproximación semi-
analítica que es útil en muchos casos. En el año 2000, Dürig obtuvó una relación
entre los armónicos superiores y la fuerza de excitación utilizando FM-AFM y des-
preciando el término relacionado con la disipación en el medio [133]. Siguiendo el
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mismo procedimiento, se puede encontrar una relación entre los armónicos superio-
res y la fuerza de excitación para AM-AFM incluyendo la disipación en el medio
para así incluir la dependencia en Q. Para ello se pueden multiplicar las ecuaciones
del movimiento correspondiente a AM-AFM bajo excitación magnética (ecuación
2.63) por el coseno y el seno de cada armónico (cos (nωt− φn) y sin (nωt− φn)
respectivamente:
pi
ω
(ω20An − n2ω2An) =
ω20
k
∫ T
0
Fts(t) cos(nωt− φn) dt (5.26)
pi
ω
ω0
Q
nωAn =
ω20
k
∫ T
0
Fts(t) sin(nωt− φn) dt (5.27)
Descomponiendo cos(nωt− φn) y sin(nωt− φn) queda:
pi
ω
(
ω20An − n2ω2An
)
=
ω20
k
(∫ T
0
Fts(t) cos(nωt) cos(φn) +
∫ T
0
Fts(t) sin(nωt) sin(φn) dt
)
dt
(5.28)
pi
ω
ω0
Q
nωAn =
ω20
k
(∫ T
0
Fts(dt) sin(nωt) cos(φn) dt−
∫ T
0
Fts(t) cos(nωt) sin(φn) dt
)
(5.29)
De este sistema de ecuaciones con dos incógnitas An y φn se obtiene una
expresión para la amplitud An, que viene dada por:
An = βn(ω0, ω, k,Q)γn(T ) (5.30)
donde:
βn(ω0, ω, k,Q) = − ω0
pik
√
n2
Q2
+
ω20
ω2
(
1− n2ω2
ω20
)2 (5.31)
γn(T ) =
√(∫ T
0
Fts(t) cosnωt dt
)2
+
(∫ T
0
Fts(t) sinnωt dt
)2
(5.32)
y la fase φn de cada armónico, que toma la forma:
φn = arc cos

ω
pi
(
1−n2ω2
ω20
) (∫ T
0
Fts(t) cosnωt dt
)
+ ω0Q
n
(∫ T
0
Fts(t) sinnωt dt
)
√√√√( ω2
pi
(
1−n2ω2
ω20
) + ω20Q
n2
)√(∫ T
0
Fts(t) cosnωt dt
)2
+
(∫ T
0
Fts(t) sinnωt dt
)2

(5.33)
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Figura 5.14: Comparación entre los valores obtenidos para A2 frente a A1/A0 utili-
zando las simulaciones numéricas y utilizando la aproximación semi-analítica dada
por la ecuación 5.30 para el caso Q = 4 y F0 = 6 nN. Los valores de γn(T ) fueron
obtenidos a través de las simulaciones.
Las ecuaciones 5.30, 5.31 y 5.32 proporcionan la dependencia de An con los
parámetros de la micropalanca k, Q, ω0 y ω, así como con la dependencia temporal
de la fuerza de interacción. En la ﬁgura 5.14 se observa la comparación entre esto y lo
obtenido a través de simulaciones numéricas. Las integrales que aparecen en la ecua-
ción 5.32 han sido obtenidas a través de simulaciones numéricas. La correspondencia
entre ambas curvas es buena para todo el rango de valores de A/A0.
Dependencia con k
Las ecuaciones 5.30 y 5.31 indican que la amplitud de los armónicos superiores
es inversamente proporcional a la constante de fuerzas k de la micropalanca. En
aire, donde siempre existe una ﬁna capa de agua sobre la muestra que resulta en
la aparición de fuerzas capilares, es necesario el uso de micropalancas con mayor
constante de fuerzas para así aumentar la fuerza de recuperación de la micropalanca
y que ésta no se quede pegada a la muestra. Sin embargo, la ausencia de estas fuerzas
capilares en líquidos facilita el uso de micropalancas blandas para incrementar así
la sensibilidad. Por esta razón, la generación de armónicos superiores aumenta de
forma natural en líquidos. En este capítulo no se considerará este hecho, sino que
se estudiará la diferencia entre una micropalanca de igual k vibrando en aire y en
líquidos.
Dependencia con ω0
La utilización de micropalancas blandas en líquidos también resulta en una
disminución en ω0 (véase ecuación 2.24 de la página 31), aunque, como fue mencio-
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nado anteriormente en este capítulo, este hecho no será considerado. Sin embargo, ω0
cambia en líquidos con respecto a aire por una causa adicional. También de acuerdo
a la ecuación 2.24 de la página 31, el incremento de masa efectiva que tiene lugar
en líquidos resulta en una disminución en la frecuencia de resonancia ω0. Esto en
principio parece afectar a la amplitud de los armónicos superiores. Sin embargo, si
se analiza la expresión 5.32 se observa que los límites de integración que aparecen
también cambian. Suponiendo que el aumento de masa añadida en líquidos resulta
en ω0,air = αω0,liq. Cuando ω = ω0 se puede comparar la amplitud de los armónicos
superiores An en líquidos y en aire:
An
∣∣
liq
= − ω0,liq
pik
√
n2
Q2
liq
+ (1− n2)2
γn(Tliq) = − ω0,liq
pik
√
n2
Q2
liq
+ (1− n2)2
Tliqγ
′
n (5.34)
An
∣∣
air
= − ω0,air
pik
√
n2
Q2air
+ (1− n2)2
γn(Tair) = − ω0,air
pik
√
n2
Q2air
+ (1− n2)2
Tairγ
′
n (5.35)
= − αω0,liq
pik
√
n2
Q2air
+ (1− n2)2
Tliq
α
γ′n (5.36)
donde
γ′n =
√(∫ 1
0
Fts(t) cos 2pint′ dt′
)2
+
(∫ 1
0
Fts(t) sin 2pint′ dt′
)2
(5.37)
no depende de T . La dependencia de βn(ω0, ω0, k, Q) en Q es muy pequeña,
con lo que la amplitud de los armónicos no dependería de considerar o no la masa
efectiva m∗ del medio. A lo largo de las simulaciones realizadas en este capítulo he
considerado que m∗ y por tanto ω0 es la misma en ambos medios.
Dependencia con Q
Si bien la ecuación 5.30 reproduce el comportamiento de An con la frecuencia,
no lo hace completamente con el factor de calidad. Existe un término en en el
denominador de βn que es proporcional a n2/Q2, pero este sumando es despreciable
frente al sumando (1 − n2)2, especialmente en el caso en el que Q = 100. La alta
dependencia de An en Q está intrínsicamente incluida en la integral que contiene
a Fts(t) dada por γn (véase ecuación 5.32). Por una parte, Fts(t) depende de la ley
de fuerzas Fts(d), que se puede recuperar a partir del conocimiento de la fuerza
máxima en la distancia mínima entre la punta y la muestra Fpeak(dmin). Por otra
parte, depende del comportamiento de la distancia mínima con el tiempo dmin(t).
El factor de calidad Q cambia bruscamente la oscilación de la micropalanca y las
magnitudes z0, A1, φ1 y An, lo que resulta en una gran dependencia de dmin(t) en
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Figura 5.15: (a) βn, (b) γn y cocientes respectivos comparados con el de la amplitud
del segundo armónico A2 para (c)Q = 4 y (d)Q = 100 a F0 constante y Asp = 0.7A0.
Q. Por esta razón, incluso si se supone la misma ley de fuerzas Fts(d) para medios
con distinto Q, hipótesis que no es cierta debido a que las constante de acoplo de la
fuerza cambian [19], el comportamiento temporal de la fuerza Fts(t) dependerá del
factor de calidad Q.
5.4.1. Atenuación de los armónicos
La ecuación 5.30 reproduce correctamente el comportamiento de la amplitud
de los armónicos con ω, esto es, con el orden del armónico n (ω = nω1).
Como se observa en la ﬁgura 5.14, la amplitud de los armónicos An decrece a
medida que n crece. Esto implica que el cociente entre A2 y los armónicos superio-
res aumenta a medida que n crece. Este atenuamiento de los armónicos tiene una
contribución del término βn y otra del término γn. En la ﬁgura 5.15 se presenta una
comparación entre las contribuciones de cada término para Q = 4 y para Q = 100
cuando Asp = 0.8A0. En las ﬁguras 5.15a-b se observa cómo la disminución del
término βn es independiente de Q, mientras que el término γn es aproximadamen-
te constante para Q = 100 y se atenúa ligeramente para Q = 4. Sin embargo, la
atenuación de los armónicos An es grande en ambos medios. En las ﬁguras 5.15c-d
se observa que para Q = 100 la atenuación de An es debida a la atenuación de
βn, mientras que para Q = 4, la atenuación de An tiene una pequeña componente
adicional debido a la atenuación de γn. De cualquier forma, βn es el responsable
principal de la atenuación de An en ambos medios. Existen trabajos que relacionan
la atenuación del armónico con el momento en el que su periodo T/n es comparable
al tiempo de contacto tc [191]. En las simulaciones númericas el tiempo de contacto
es mayor en líquidos que en aire. Por esta razón, el periodo T/n del armónico será
antes comparable a tc en líquidos que en aire, lo que se maniﬁesta en una atenuación
más rápida en líquidos que en aire. Esto está relacionado con la variación de los
armónicos a variaciones en el módulo de Young efectivo de una muestra visto en
la sección 5.2.4; debido a que el tiempo de contacto en líquidos varía más con el
módulo de Young, los armónicos se atenuarán también más, incrementando así el
contraste entre éstos.
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5.5. Método para reconstruir el módulo de Young
efectivo E∗ a partir de Asp, z0, A2 y A3
La aproximación semi-analítica al problema vista en la sección 5.4 acude a las
simulaciones numéricas para obtener los valores de γn. Si se pudiera dar una relación
entre el tiempo de contacto, la fuerza máxima y γn, podría, relacionarse mediante
una fórmula análitica las amplitudes An y los parámetros del contacto para así
relacionar luego An con la constante de acoplo de la fuerza de interacción. A lo largo
de esta sección se utilizará una micropalanca de k = 4 N/m y f0 = 103.784 kHz. A
lo largo de esta sección se utilizará como fuerza de interacción la fuerza del modelo
DMT (ecuación 4.3) con H = 0 J, y se denominará fuerza real, para compararla con
los valores obtenidos a partir del método de reconstrucción propuesto.
5.5.1. Validez de la aproximación como una fuerza de impac-
to repulsiva.
En esta sección presentaré la validez de la aproximación de considerar el tér-
mino γn de la ecuación 5.30 tal que:
γn ∝ Fpeaktc (5.38)
En la ﬁgura 5.16 se observan los cocientes entre diversas magnitudes para
Q = 4 y Q = 100 para los casos de F0 constante (ﬁgura 5.16a) y A0 constante
(ﬁgura 5.16b). En ella se observa que para el caso de F0 constante, los cocientes
entre las amplitudes del segundo armónico A2 son iguales a los cocientes entre las
integrales que aparecen en γn y también iguales a los cocientes entre Fpeaktc. La
aproximación de la fuerza como una fuerza de impacto repulsiva es correcta.
Sin embargo, en el caso de A0 constante, el cociente entre las amplitudes del
segundo armónico A2 para distintos valores de Q son iguales a los cocientes entre
las integrales que aparecen en γn, pero diﬁeren de los correspondientes a Fpeaktc.
Esto es debido a que la contribución de la parte atractiva en el caso de A0 constante
(Q = 100, A0 = 6 nm) es comparable a la contribución de la parte repulsiva de la
fuerza, lo que no sucedía para el caso de F0 constante (Q = 100, A0 = 160 nm), de
tal forma que la aproximación de la fuerza como una fuerza de impacto repulsiva
deja de ser válida.
5.5.2. Aproximación fenomenológica alternativa a Fts(t)
No es posible determinar la integral que aparece en la expresión 5.32 sin conocer
φ, puesto que el desfase entre la fuerza de interacción Fts(d) y el armónico cos (nωt)
es esencial para el cálculo de γ. Sabemos que la fuerza de interacción es máxima
cuando la distancia punta-muestra es mínima. Por esta razón, si suponemos una
dependencia temporal para Fts(t) y ajustamos el armónico fundamental para que
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Figura 5.16: Cocientes entre Fpeak, tc, Fpeaktc, A2,
∫
Fts cosω0t dt y
∫
Fts sinω0t dt a
Q = 4 y Q = 100 para (a) fuerza de excitación constante F0 = 6 nN y (b) amplitud
libre constante A0 = 6 nm.
tenga su distancia mínima en momento en que la fuerza es máxima (φ = w0tc + pi),
es posible calcular las integrales que aparecen en la expresión 5.32. Stark y colabo-
radores [116] aproximaron de forma fenomenológica la función Fts(t) que aparece en
h(t) por una función a trozos que modelaría el contacto. Si se introduce la aproxi-
mación fenomenológica de Stark para Fts(t) [116] en las ecuaciones 5.30 y 5.32, ésta
no parece ser adecuada para hallar correctamente las amplitudes de los armónicos
superiores An. Por esta razón se ha buscado una aproximación que reproduzca mejor
estas amplitudes. En cualquier caso, es necesario incluir una suma de funciones paso
que haga que la fuerza sea cero en todo el ciclo a excepción del tiempo en el que
ocurre el contacto:
Fts(t) = g(t)
[
Θ
(
t− tc
2
)
−Θ
(
t− 3tc
2
)]
(5.39)
La ecuación 5.40 corresponde a la aproximación fenomenológica de Stark y
colaboradores [116] a g(t) en la ecuación 5.39. En la ﬁgura 5.17a se presenta el
comportamiento temporal de esta aproximación g1(t) para la fuerza y de otras apro-
ximaciones similares g2(t), g3(t) y g4(t) dadas por:
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Figura 5.17: (a) Esquema de una muestra en la que la altura y el módulo de Young
efectivo cambian. (b) Dependencia temporal de la fuerza dada por las simulaciones
para zc = 5 nm y E∗ = 32 GPa. (c) Dependencia temporal de la fuerza hallada a
partir de las aproximaciones 5.40-5.43. Comportamiento (d) A2 y (e) A3 obtenido a
partir de las respectivas sustituciones en 5.30 al escanear la muestra que se presenta
en (a).
g1(t) = −Fpeak cos
(
pit
tc
)
(5.40)
g2(t) = Fpeak cos
(
pit
tc
)2
(5.41)
g3(t) = Fpeak cos
(
pit
tc
)3
(5.42)
g4(t) =
Fpeak
2
[
cos
(
pit
tc
)2
− cos
(
pit
tc
)]
(5.43)
Combinando las expresiones 5.40-5.43 con las ecuaciones 5.32 y 5.39 se obtienen
distintas expresiones para γ(t):
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γ1(n, T, Fpeak, tc) =
2
(
FpeaktcT
2 cos
(
pintc
T
))
pi (−4n2t2c + T 2)
(5.44)
γ2(n, T, Fpeak, tc) = −
(
FpeaktcT
3 sin
(
pintc
T
))
(2n3pit2c − 2npiT 2)
(5.45)
γ3(n, T, Fpeak, tc) = 12
FpeaktcT
4 cos
(
pintc
T
)
(16n4pit4c − 40n2pit2cT 2 + 9piT 4)
(5.46)
γ4(n, T, Fpeak, tc) =
FpeaktcT
2
4pi
(
T sin
(
npitc
T
)
n3t2c − nT 2
− 4tc cos
(
npitc
T
)
T 2 − 4n2t2c
)
(5.47)
Combinando ahora la ecuación 5.30 y las ecuaciones 5.44-5.47 se obtienen
diversas fórmulas analíticas para An en función de la fuerza máxima Fpeak y tc. Se
ha simulado la interacción en varios píxeles, cada uno de ellos caracterizados por un
E∗ y una altura que simularía la composición y altura de la muestra a analizar. En
la ﬁgura 5.17b-c se puede observar la comparación entre los valores estimados para
A2 y A3 para cada una de las aproximaciones g(t) con los hallados a partir de las
simulaciones numéricas. Se puede apreciar que la utilización de las funciones g2(t) y
g4(t) y especialmente ésta última para el cálculo de A2 y A3, resulta en una ajuste
muy bueno con respecto a los valores de A2 y A3 simulados.
5.5.3. Reconstrucción de tc y Fpeak
La posibilidad de relacionar de forma analítica An con Fpeak y tc permite
proponer un método para calcular el módulo de Young reducido E∗ de una muestra
simultáneamente a la toma de imágenes de la misma. Para ello primero se utilizarán
dos armónicos, el segundo y el tercero para hallar Fpeak y tc, y luego se utilizará la
deﬂexión y armónicos superiores para estimar E∗.
En esta sección presentaré cómo utilizando la función g4(t) que relaciona Fts(t),
Fpeak y tc se puede estimar estimar Fpeak y tc. Para ello sólo son necesarias la toma
de imágenes experimentales en dos canales adicionales. Se ha elegido A2 y A3 por
ser los de mayor magnitud y estar así menos afectados por el ruido electrónico.
En líquidos, esto es posible para la mayoría de casos, ya que las micropalancas
utilizadas tienen una constante de fuerzas baja (k ≈ 0.1 − 0.9 N/m). Para probar
esto, al igual que antes se ha simulado la interacción en varios píxeles, cada uno de
ellos caracterizados por un E∗ y una altura que simularía la composición y altura de
la muestra a analizar. Se ha resuelto la ecuación del movimiento de forma numérica
en cada píxel de forma iterativa (variando zc) hasta que el valor de A1 es igual al
valor de la amplitud de trabajo utilizado en la simulación (en este caso Asp = 0.9A0),
obteniendo unos valores de salida para z0, An, φn, tc y Fpeak. En la ﬁgura 5.18a-b se
muestran los correspondientes valores de salida para A2 y A3.
En cada píxel se ha de resolver de forma númerica el sistema de ecuaciones:
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Figura 5.18: Valores simulados de (a) A2 y (b) A3 y comparación entre los valores
simulados y los obtenidos a partir del método propuesto para la reconstrucción de
(c) Fpeak y (d) tc a una amplitud de trabajo Asp = 0.9A0 al escanear la muestra que
se presenta en la ﬁgura 5.17a.
A2 = β2γ4(2, T, Fpeak, tc) (5.48)
A3 = β3γ4(3, T, Fpeak, tc) (5.49)
En la ﬁgura 5.18c-d se muestran las correspondientes Fpeak y tc que son solución
del sistema 5.48-5.48 junto a las de salida de la simulación. Ambos ajustes son
buenos. El error en el cálculo de la fuerza máxima es de un 4% en agua y entre
un 2.9 y un 3.4% en aire. El error en el cálculo de tc en agua es de un 9.6% en
materiales duros y desciende a un 2% en materiales blandos. En aire, siempre es
menor que un 3%.
5.5.4. Reconstrucción de zc y E
∗
Una vez se tiene valores de Fpeak y tc es posible estimar los valores del módulo de
Young efectivo E∗ y de la distancia media punta-muestra zc. Para ello es necesario
suponer un modelo para la fuerza de interacción. En este caso utilizaré de nuevo
el modelo DMT que ya apareció en el capítulo 4. Además, se han utilizado las
aproximaciones vistas en la sección 5.2.3 para tc y dmin. De esta forma queda de
nuevo un sistema de ecuaciones con dos incógnicas zc y E∗:
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Figura 5.19: Valores simulados de (a) A1 y (b) z0, A2, A3, A4 y A5 y comparación
entre los valores introducidos en la simulación y los obtenidos a partir del método
propuesto para la reconstrucción de (c) E∗ y (d) zc a una amplitud de trabajo
Asp = 0.9A0 al escanear la muestra que se presenta en la ﬁgura 5.17a.
tc =
2
ω
arc cos
(
−A1 +
√
A21 + 8A2(A2 − d0 + z0 + zc)
4A2
)
(5.50)
Fpeak =
4E∗
3
√
R(d0 − dmin)3/2 (5.51)
donde dmin viene dado por la ecuación 5.11.
Se puede entonces resolver el sistema de ecuaciones 5.50-5.51 en cada píxel.
Para ello es necesario incluir también los valores simulados de A1 = Asp y deﬂexión
z0 en cada píxel. La inclusión de armónicos superiores como A3, A4 y A5 es recomen-
dable para aproximar E∗ de forma conveniente. En la ﬁgura 5.19a-b se presentan
los valores que se introducen en el sistema y que, unidos a Fpeak y tc obtenidos en
la sección anterior (ﬁgura 5.18c-d) permiten reconstruir la fuerza de interacción. Si
comparamos los valores así obtenidos para E∗ y zc con los hallados a través de las
simulaciones (ﬁguras 5.19c-d) se observa que este método no supera un error relativo
del 2.5% en la estimación de E∗ y del 2% en la estimación de zc.
5.5.5. Validez del método de reconstrucción de E∗ en agua y
aire
En esta sección presentaré la validez del método propuesto para la reconstruc-
ción de la constante de acoplo de la fuerza repulsiva E∗ del modelo DMT depen-
diendo de variables tales como el medio o el rango de valores de E∗.
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En la ﬁgura 5.20 se presentan las reconstrucciones de Fpeak, tc, E∗ y zc paraQ =
4 yQ = 100. Las reconstrucciones de Fpeak y tc son similares, si bien la reconstrucción
de tc tiene menos error en aire que en agua. Sin embargo, las reconstrucciones de
E∗ y zc en aire y agua diﬁeren, además de depender ostensiblemente del número de
armónicos superiores considerado. En la ﬁgura 5.20c se muestra la comparación entre
el módulo de Young efectivo introducido en las simulaciones y las correspondientes
reconstrucciones considerando en la ecuación 5.11 dos, tres o cuatro armónicos. Si
consideramos cuatro, el ajuste de E∗ es muy bueno. El hecho de poder reconstruir
E∗ contando con las medidas experimentales de z0, A2, A3, A4 y A5 supone una
ventaja fundamental respecto a otros métodos de reconstrucción de la fuerza, en el
que el número de armónicos utilizado habría de ser al menos de 20 [192].
En la ﬁgura 5.20d se observa la validez de la reconstrucción de zc. El error
relativo en la estimación de zc está entre un 0.2 y 2% en agua y entre un 5% para
materiales duros y un 0.24% para materiales blandos en aire. Sin embargo, la validez
del ajuste en la reconstrucción de E∗ es peor, ya que no sólo depende de la validez
en la aproximación dada por la ecuación 5.11, sino que también depende del error
en la reconstrucción de zc. En particular, el error relativo calculado a partir de lo
observado en la ﬁgura 5.20c es de un 20%, 8% y 2.5% al incluir dos, tres o cuatro
armónicos en el cálculo en materiales duros, mientras que en materiales blandos el
error no depende del número de armónicos que se incluyan y siempre es de un 0.4%.
Este error es debido al error en la aproximación 5.11 para dmin. Sin embargo, las
desviaciones de la reconstrucción de E∗ respecto al real en aire son debidas a otro
motivo, ya que no dependen del número de armónicos considerado: la gran variación
de Fpeak con zc en el modelo DMT implica que un pequeño error en zc se convierte
en un gran error en E∗. Por esta razón se observa que en en el caso de materiales
duros existe un error relativo del 185% y en materiales blandos es del 10%.
De este estudio se puede concluir que el método propuesto para reconstruir
E∗ es correcto en líquidos. Cuanto más duro sea el material para el que se quiere
reconstruir E∗ más armónicos habrá que utiizar en el cálculo de dmin. En aire, el
método tiene un gran error y no es recomendable para materiales duros. Además,
incluso si este error no existiera, la diﬁcultad de medir armónicos superiores en aire
con la facilidad que se miden en líquidos hacen el método mucho menos práctico.
5.6. Resultados experimentales.
5.6.1. Adquisición de imágenes en φ, A2 y x0 en agua y aire
En esta sección presentaré las ventajas experimentales en relación a la toma de
imágenes en canales auxiliares que existe en agua con respecto al aire. Las imágenes
se han tomado con una micropalanca k = 2 N/m y f0 ≈ 80 kHz en condiciones
estándar en líquidos (A0 ≈ 6 nm y Asp ≈ 5.2 nm) y en condiciones de interacción
fuerte en aire (la amplitud libre es alta: A0 ≈ 140 nm y Asp ≈ 130 nm) sobre
una muestra de membrana púrpura sobre mica. Las ﬁguras 5.21a-b muestran lo que
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Figura 5.20: Comparación entre los valores simulados y los obtenidos a partir del
método de reconstrucción propuesto con Asp = 0.9A0 y F0 = 6 nN para (a) Fpeak
y (b) tc para Q = 4 y Q = 100. Comparación entre los correspondientes valores
obtenidos para E∗ y zc y los introducidos en la simulación para (c)-(d) Q = 4 y
(e)-(f) Q = 100 al escanear la muestra que se presenta en la ﬁgura 5.17a.
las simulaciones predecían: en estas condiciones el segundo armónico es excitado
y se puede tomar una imagen si la señal de referencia del lock-in auxiliar tiene la
frecuencia de 2ω. Esto se maniﬁesta en un contraste entre la membrana púrpura y
la mica en el canal de A2 en ambos medios (véase ﬁgura 5.21a-b). Sin embargo, las
condiciones en las que esto ocurren implican una A0 mucho mayor para aire que
para líquidos, por lo que el cociente A2/A1 es mucho mayor en líquidos.
De acuerdo a la expresión dada por la ecuación 4.8, el contraste en fase está
relacionado con la energía disipada, la amplitud de trabajo y el cociente A2/A1.
Debido al bajo cociente A2/A1 en aire, la ausencia de contraste de fase en aire
indica que la disipación es pequeña y el contraste en energía disipada nulo, mientras
que en agua el contraste entre la membrana púrpura y la mica en el canal de fase
es una consecuencia del alto cociente A2/A1 (véase ﬁguras 5.21c-d).
Por otra parte, el contraste en en el canal de deﬂexión x0 en aire es inapreciable
y en agua, aunque inestable, es signiﬁcativo (véase ﬁguras 5.21e-f). La inestabilidad
es debida a que el canal deﬂexión está más inﬂuenciado por cambios en la dinámica
de la micropalanca que no tienen relación con cambios en la fuerza de interacción. El
contraste está de acuerdo con lo comprobado en simulaciones numéricas y presentado
anteriormente en la ﬁgura 5.10. La expresión analítica hallada para x0 a partir de
la aproximación empírica g4(t) para Fts viene dada por:
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Figura 5.21: Imágenes en los canales de (a)-(b) A2, (c)-(d) φ1 y (e)-(f) x0 en
(a),(c),(e) aire y (b),(d),(f) agua. En ambos medios existe contraste en el canal
de A2. En aire, el caracter conservativo de la fuerza y el bajo valor del cociente
A2/A1 bloquea el contraste en el canal de φ1. Sin embargo en líquidos, el cociente
A2/A1 es alto y existe un constraste signiﬁcativo en el canal de φ1.
x0 =
1
Tk
∫ T
0
Fts(t) dt =
ω
2pi
Fpeaktc(4 + pi)
4pik
(5.52)
La expresión 5.52 relaciona directamente x0 con el producto Fpeaktc. Las simu-
laciones numéricas muestran que tanto en aire como en líquidos la fuerza máxima
varía de forma similar con E∗, mientras que el tiempo de contacto no varía apenas
con el módulo de Young efectivo de la muestra en aire, y sí lo hace en líquidos. La
deﬂexión seguirá esta misma tendencia, y como consecuencia de ello el contraste en
el canal deﬂexión en líquidos será mayor que en aire.
5.7. Conclusiones
En este capítulo se han investigado las causas y consecuencias de la generación
de armónicos de la frecuencia de excitación en medios de factor de calidad bajo.
Las simulaciones numéricas sugieren una aparición adicional de un término
estático de deﬂexión que se comporta como la amplitud del segundo armónico. Ade-
más, apuntan a que bajo las condiciones de fuerza de excitación constante, A1/A0
constante y ω = ω0, los armónicos generados An en medios de Q = 4 y Q = 100 son
similares. Sin embargo, el hecho de que A0 dependa de Q provoca que la distorsión
ármónica de la señal An/A0 sea mucho mayor en medios de Q bajo. Esto permite
explicar la facilidad que existe para tomar imágenes en armónicos superiores en lí-
quidos con respecto a aire. En particular, los armónicos generados para F0 = 6 nN,
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A1/A0 constante y ω = ω0 en agua y en aire serían similares. Sin embargo, es más
común medir con A0 = 6 nm en agua que medir con A0 = 160nm en aire.
Aunque se puedan obtener magnitudes de An similares en ambos medios, el
contraste que se obtendría para muestras de módulo de Young efectivo diferente se
incrementaría en agua.
Se ha aproximado la fuerza máxima de interacción y el tiempo de contacto
mediante fórmulas que dependen de x0, A1, An y de la distancia en la que entra la
fuerza d0. Se ha obtenido también una aproximación para la fase de los armónicos
superiores φn que es correcta paraQ = 100 y se desvía ligeramente paraQ = 4, lo que
parece indicar que φn, además de depender de n y φ, depende también ligeramente
de Q.
Para modelar el comportamiento de Fpeak de forma correcta en aire es necesario
incluir las contribuciones a la oscilación total de la deﬂexión z0 y hasta el quinto
de los armónicos superiores. Para modelar el comportamiento de tc correctamente
es suﬁciente incluir la deﬂexión x0 y el segundo armónico A2. Esto también permite
reproducir el decrecimiento asimétrico de la señal en medios de factor de calidad
bajo a través del análisis de la contribución de cada armónico a la oscilación total.
La aproximación analítica al problema en base a teoría de perturbaciones con-
siderando una fuerza cuadrática no reproduce lo obtenido en las simulaciones. Esto
es coherente con el hecho de que tampoco reproduce las curvas de resonancia reales.
Para reproducir las curvas experimentales es necesario incluir una fuerza cuadrática
a trozos que no entraría en todo el ciclo, sino en una pequeña parte. Esto reproduce
las curvas de resonancia de x0, An, A1 y φ. Sin embargo, no ha sido posible obtener
una solución analítica a este problema.
Al emplear métodos basados en cantidades promedio, sólo se tiene una ecuación
que relaciona φ, Asp, An y Q, pero serían necesarias ecuaciones adicionales para
relacionar los observables con la constante de acoplo de la interacción. Sin embargo,
la expresión permite explicar las ventajas de la adquisición de imágenes en armónicos
superiores, ventajas que se reproducen experimentalmente y que se muestran en el
apartado de resultados experimentales sobre una muestra biológica heterogénea.
La aproximación semi-analítica consiste en aproximar An por una función con
una parte analítica y otra que se halla a partir de simulaciones numéricas. Permite
explicar la atenuación que los armónicos superiores tienen a medida que n aumenta
y que es mayor en agua que en aire, así como la dependencia de An en parámetros
de la micropalanca como k, Q y ω0. La dependencia de An en la inversa de k y ω0
maximiza en líquidos las amplitudes de los armónicos superiores An debido al uso
generalizado de micropalancas blandas en líquidos.
La aproximación fenomenológica a la fuerza de interacción en función de los
parámetros tc y Fpeak permite obtener una expresión analítica para x0 y An. Estas
fórmulas permiten la propuesta de un método de reconstrucción de la constante de
acoplo de la fuerza de interacción a través de los canales experimentales.
Se ha probado a través de simulaciones que mediante la adquisición de imágenes
en A2 y A3 es posible estimar tc y Fpeak tanto en agua como en aire con muy poco
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error error relativo (<1% para materiales blandos). A partir de estos dos parámetros,
y utilizando las aproximaciones que las simulaciones numéricas permitieron hacer
al principio del capítulo, se puede también hallar el módulo de Young efectivo de
la muestra E∗ y la distancia media zc utilizando las imágenes en los canales de
deﬂexión x0 y armónicos superiores A2, A3 y A4.
La validez del método de reconstrucción propuesto se restringe a la validez de
las aproximaciones realizadas para tc y Fpeak.
La utilización de únicamente entre dos y cuatro armónicos en la reconstrucción
de E∗ supondría una mejora importante con respecto a los métodos existentes de
reconstrucción de la fuerza, donde la mayor diﬁcultad reside en que la adquisición
de imágenes en armónicos de orden alto no es posible debido al ruido electrónico.
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Capítulo 6
Medida de las capas de solvatación
sobre mica y redes de proteínas
6.1. Introducción
6.1.1. Fuerzas de solvatación
Las fuerzas de solvatación son el resultado de la estructuración que las molé-
culas de un líquido toman cuando éste está en contacto con un sólido. Cuando la
distancia entre dos superﬁcies que se aproximan es conmensurable con el tamaño de
la molécula, las moléculas se estructuran en capas y la densidad es máxima. Cuando
es inconmensurable, las moléculas están más desordenadas y la densidad es mínima
(véase ﬁgura 6.1a). De esta forma, el ordenamiento de las moléculas en capas sucesi-
vas provoca una oscilación del perﬁl densidad con una periodicidad aproximada del
tamaño de la molécula. En una primera aproximación, la presión correspondiente a
las fuerzas de solvatación P (d) en una interfase sólido-líquido puede ser descrita por
una función oscilatoria que decae exponencialmente de la forma [19]:
P (d) ≈ −kBTρs(∞) cos (2pid/σ)e−d/σ (6.1)
donde kB es la constante de Boltzmann, T la temperatura, ρs(∞) la densidad
del líquido lejos de la superﬁcie, σ el diámetro de la molécula y d es la distancia de
separación entre las dos superﬁcies.
El rápido decaimiento de este perﬁl indica la disminución del orden molecular
a medida que nos alejamos de la superﬁcie (veáse ﬁgura 6.1b). Estas fuerzas no se
pueden modelar a partir de teorías del continuo en las que las propiedades locales
se corresponden con magnitudes macroscópicas, ya que cerca de las superﬁcies estas
propiedades oscilan, y es necesario recurrir a simulaciones de dinámica molecular.
Cuando el líquido conﬁnado es agua, las capas se denominan capas de hidratación
y el mapa de fuerzas es más complejo debido a la presencia de dipolos y enlaces
de hidrógeno. Las fuerzas de solvatación tienen gran importancia en tribología, a
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Figura 6.1: Esquema de la estructuración de las capas de solvatación debido al
conﬁnamiento y su correspondiente perﬁl de presión tal y como aparece en [19].
través del estudio y optimización de la lubricación sobre materiales [207], y en bio-
logía, donde las fuerzas de hidratación son esenciales para explicar las interacciones
biomoleculares [208].
6.1.2. Revisión de la literatura
El equipo más comúnmente utilizado para medir este tipo de fuerzas es el
Surface Force Apparatus (SFA) [19]. Consiste en dos cilindros que se aproximan
y separan mientras se mide la fuerza de interacción a través de un muelle situado
debajo de uno de ellos. El radio de los cilindros es de aproximadamente 1 cm, por lo
que es de esperar que los resultados obtenidos utilizando este método y utilizando la
microscopía de fuerzas sean algo diferentes debido a la diferencia en el área efectiva
de contacto, que en microscopía de fuerza es de 10−4µm2 y en SFA es de 100µm2.
Con SFA se han obtenido medidas de las fuerzas de solvatación en líquidos
con un amplio rango de diámetros moleculares (desde moléculas de líquidos orgáni-
cos como el octometilciclotetrasiloxano (OMCTS) cuyo diámetro es de 8 Å, hasta
moléculas de agua cuyo diámetro es de 2.6 Å) [19].
A lo largo de varios trabajos, O'Shea y colaboradores estudiaron las fuerzas de
solvatación de alcanos lineales mediante AFM y obtuvieron resultados comparables a
lo que se había obtenido a través de SFA hasta la fecha [90, 209, 210]. Los resultados
fueron obtenidos tanto en modo estático, como utilizando la técnica de modulación
en fuerza [90] y modos dinámicos con amplitudes muy pequeñas [209]. Resolvieron así
hasta 7 capas de solvatación para los sistemas OMCTS/graﬁto y dodecanol/graﬁto.
Sin embargo, las medidas de las fuerzas de solvatación para alcanos no linea-
les (con muchas ramas) utilizando la microscopía de fuerzas ofrecieron diﬁcultades.
Las medidas con SFA realizadas anteriormente no mostraban un comportamiento
oscilatorio y sí un comportamiento monótono [19] (veáse ﬁgura 6.2a). Esto discre-
paba de lo que predecían las simulaciones de dinámica molecular, donde las fuerzas
de solvatación aparecían a una escala de nanómetros. En el año 2002, O'Shea y
colaboradores estudiaron por microscopía de fuerzas, en concreto utiizando modos
dinámicos, el comportamiento de alcanos no lineales. En particular, encontraron
fuerzas oscilatorias para el escualano (veáse ﬁgura 6.2c) y lo atribuyeron al ordena-
miento a pequeña escala de estas moléculas [210]. Su falta de ordenamiento a gran
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Figura 6.2: (a) Resultados experimentales de la medida de las fuerzas de solvatación
de alcanos lineales y no lineales utilizando SFA tal y como aparece en [19]. (b)
Esquema de la molécula de escualano como ejemplo de molécula sin orden a gran
escala (c) Resultados experimentales de la medida de las fuerzas de solvatación de
moléculas de escualano utilizando AFM tal y como aparece en [210].
escala, unida al gran área de interacción que la medida por SFA conlleva de for-
ma intrínseca, sería entonces la responsable de que este comportamiento no hubiera
podido ser visualizado utilizando SFA.
A pesar de su importancia, las medidas de las capas de solvatación sobre agua
(capas de hidratación) llegaron más tarde debido a las diﬁcultades experimentales
que introducen sus moléculas de pequeño tamaño, largo momento dipolar y aﬁnidad
con el hidrógeno. El pequeño tamaño de la molécula de agua (2.6 Å) es un factor
fundamental, puesto que para ser capaz de medir estas fuerzas en modo dinámico la
amplitud de oscilación ha de ser menor que la longitud característica de la fuerza,
que es del orden del tamaño de la molécula. De otra forma, la fuerza se promediará,
perdiéndose el comportamiento oscilatorio. Hoh observó experimentalmente cambios
discretos en la adhesión entre una punta de nitruro de silicio y vidrio, y sugirió
que podrían ser debidos a los mínimos en la fuerza producidos por las capas de
hidratación [211].
Cleveland y colaboradores midieron indirectamente el potencial de las capas de
hidratación sobre cristales de calcita y barita analizando el espectro de ruido térmico
de una micropalanca sumergida en agua [212]. Observaron saltos de la punta entre
cuatro estados y de ahí inﬁrieron el potencial de interacción. Los mínimos de este
potencial estaban espaciados entre 1.5 y 3 Å, una distancia parecida al tamaño de
la molécula de agua.
Es necesario destacar también el trabajo de Hoﬀmann y colaboradores, que a
lo largo de varios años y sucesivos trabajos han estudiado el comportamiento vis-
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coelástico del agua conﬁnada. Obtuvieron resultados directos de la elasticidad y
disipación de una disolución acuosa conﬁnada entre la punta de la micropalanca y
mica utilizando amplitudes muy pequeñas (0.36 Å) e interferometría óptica para
medir los desplazamientos [11]. Encontraron que el desfase entre disipación y elas-
ticidad cambia a medida que la punta se acerca a la superﬁcie (veáse ﬁgura 6.3a).
Este ralentizamiento en la dinámica del sistema a medida que la separación se re-
duce es un indicio de que a medida que están más cerca de la superﬁcie las capas
de hidratación se comportan más como un sólido que como un líquido. Más tarde
estudiaron bajo qué condiciones se observa este comportamiento [213], aclarando
en cierta medida la controversia que existe en torno al comportamiento del agua
conﬁnada como un ﬂuido viscoelástico [214, 215, 216].
Las capas de hidratación son esenciales para la compresión de las interacciones
entre proteínas. En el año 2000, Jarvis y colaboradores obtuvieron medidas directas
en modo dinámico usando puntas de nanotubos de carbono para medir las capas
de hidratación de monocapas autoensambladas hidrofílicas de (COOH(CH)2)10-SH
sobre Au(111) [217]. Utilizaron amplitudes altas (entre 2 y 3.7 nm) y frecuencias
cercanas a la de resonancia para aumentar la sensibilidad. Además, cuantiﬁcaron
los resultados utilizando el método de reconstrucción de la fuerza de Sader [178].
Obtuvieron seis oscilaciones correspondientes a seis capas de hidratación con una
periodicidad correspondiente al diámetro de la molécula de agua y una disipación
que se incrementaba al acercar la punta a la muestra. El espaciamiento decrecía en
las proximidades de la superﬁcie debido a los enlaces de hidrógeno entre los grupos
carboxilo y las moléculas de agua. De esta forma diferenciaron este ordenamiento
(que implica fuerzas atractivas además de un simple efecto de conﬁnamiento) del
que se observaba cuando el líquido era octano. En el caso del octano el efecto era
únicamente geométrico (veáse ﬁguras 6.3b-c), ya que el hecho de que el espaciamiento
de la primera capa aumente es únicamente debido a la ligadura geométrica plano-
esfera que no existe en la capas siguientes en las que la frontera es esfera-esfera
[217].
Existen también algunos estudios experimentales de las capas de solvatación
utilizando la técnica de modulación en amplitud y moléculas de líquidos orgánicos
[103, 218]. En 2006, se midieron capas de solvatación con amplitudes de oscilación de
0.8 Å, diez veces menor que el tamaño de las moléculas (8 Å) de esos experimentos
y se encontró un comportamiento oscilatorio de la viscosidad [218] . Recientemen-
te, han aparecido trabajo teórico-experimentales muy interesantes que estudian las
fuerzas de solvatación utilizando la técnica de modulación en amplitud. Sissi de Beer
y Mugele [103] estudiaron el comportamiento de estas fuerzas con la frecuencia y
con la amplitud libre, utilizando un modelo lineal para la fuerza (Fts(x) = kintx) y
ajustando la constante kint a la expresión:
kint(zc) = Kint cos(
2pizc
σ
)e−zc/ξ (6.2)
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Figura 6.3: (a) Elasticidad y disipación sobre una muestra de mica en agua tal y
como aparece en [11]. Espaciamiento entre las capas de solvatación en (b) agua y
(c) OMCTS tal y como aparecen en [217].
donde el parámetro Kint es una medida de la magnitud de las fuerzas de sol-
vatación, σ es el diámetro de las moléculas conﬁnadas, ξ la distancia de decaimiento
y zc la distancia media entre la punta y la muestra. Para poder comparar este valor
con el obtenido a partir de SFA [19] es necesario utilizar amplitudes de oscilación
más pequeñas que el diámetro de la molécula. De esta forma la amplitud F/R de la
fuerza oscilatoria se podría obtener a partir de Kint utilizando la relación [103]:
F/R =
Kint
2piR
√
1
2piσ
+ 1
σ
(6.3)
Una de las ventajas fundamentales de utilizar la microscopía de fuerzas para
la medida de las fuerzas de solvatación es su habilidad de poder obtener una ima-
gen de alta resolución de la muestra sobre la que se están estudiando. En el año
2007, Fukuma y colaboradores combinaron ambas cosas [219], pero no fue hasta el
2010 cuando implementaron un método conocido como microcopía de fuerzas tri-
dimensional (3D-SFM - three dimensional scanning force microscopy) que permite
en menos de un minuto la adquisición simultánea de una imagen de topografía, las
capas de solvatación de la muestra en los planos verticales e imágenes en los planos
horizontales que cortan cada una de estas capas [220]. Esto posibilita el estudio del
ordenamiento lateral de las moléculas del líquido (veáse ﬁgura 6.4a), que combinado
con la resolución atómica que su montaje experimental permite, da un paso más
en el estudio de las capas de hidratación tanto para la nanotribología como para la
biología. Yamada y colaboradores también han implementado una técnica similar
[221]. Ambos lo han hecho empleando el microscopio de fuerzas en modulación en
frecuencia.
Las ventajas más importantes del uso de la microscopía de fuerzas para la me-
dida de las fuerzas de solvatación son la posibilidad de combinar el posicionamiento
en la muestra con la medida de las capas de solvatación y la posibilidad de investigar
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Figura 6.4: (a) Sección en el plano xz que muestra las capas de solvatación de una
disolución acuosa en mica, (b) promedio de la fuerza media obtenida en la imagen
de acuerdo al método de reconstrucción de Sader [178] (c) Secciones en el plano xy
para distintos puntos en el eje z tal y como aparecen en [220].
a escala nanométrica estas interacciones. Los inconvenientes que esta técnica conlle-
va son fundamentalmente dos. Por una parte, uno de los problemas inherentes a las
medidas de las capas de solvatación mediante microscopía de fuerzas es la falta de
un cero en la distancia, de tal forma que no es posible aﬁrmar que hay más capas que
no están siendo penetradas por la punta de la micropalanca [149]. Esto lo veremos
con más detalle en las secciones 6.4.2 y 6.5.3. Por otra parte, la dependencia de las
medidas de las capas de solvatación en la punta de la micropalanca utilizada. Existe
una incertidumbre en torno a si estamos viendo las capas de solvatación característi-
cas de una interfase o las modiﬁcadas por el conﬁnamiento entre nuestra punta y la
superﬁcie. Además, también es difícil determinar la estructura y composición exacta
de la punta, por lo que se debería hacer hincapié en la caracterización de ésta antes
y después de las medidas. Esto se tratará con más detalle en el apartado 6.5.5.
6.1.3. Objetivos
En este capítulo presentaré la medida de capas de solvatación utilizando la
microscopía bimodal [118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128]. Para ello
primero es necesario conocer los factores experimentales esenciales para la medida
de estas capas y su implementación en el montaje utilizado. El objetivo fundamental
del capítulo es combinar la técnica bimodal con la tridimensional, de forma que se
pueda obtener un mapa en tres dimensiones de las capas de solvatación sobre las
muestras en los canales bimodales. Se intentará primero obtener resultados sobre la
mica y comparar con lo obtenido mediante las técnicas de modulación en frecuencia,
para luego aplicarlo a una muestra no estudiada hasta la fecha. Para ello se realizarán
experimentos sobre la red de GroEL en PBS (esta red ya fue presentada en el capítulo
3) y se estudiarán las diferencias con respecto al caso de una superﬁcie no biológica
y plana a nivel atómico como es la mica.
Microscopía de fuerzas bimodal en modo tridimensional: montaje
experimental 145
6.2. Microscopía de fuerzas bimodal en modo tridi-
mensional: montaje experimental
En la microscopía de fuerzas tridimensional (3D-SFM, three dimensional scan-
ning force microscopy) [43, 220, 222, 223], la punta recorre el plano xy paralelo a la
muestra y el eje z que lo corta transversalmente. En particular, Fukuma y colabora-
dores [220] han implementado la microscopía de fuerzas tridimensional en líquidos.
Esto es posible modulando la distancia entre la punta y la muestra a la vez que
la punta escanea lateralmente. Además, la distancia media punta-muestra se regula
para mantener la magnitud deseada constante. Esta técnica ha sido aplicada man-
teniendo constante el cambio en la frecuencia de resonancia [220], pero en principio
el montaje es válido y funciona correctamente si se mantiene constante otra magni-
tud. El montaje experimental correspondiente a la combinación entre la microscopía
de fuerzas bimodal y la microscopía de fuerzas tridimensional se puede ver en la
ﬁgura 6.5. La novedad respecto al esquema presentado en la microscopía bimodal
en modulación en amplitud es la modulación de la oscilación de la muestra en z
a medida que se escanea la muestra lateralmente en el plano xy. Los experimentos
presentados en esta sección se han realizado en el laboratorio del Profesor Fukuma
(Universidad de Kanazawa, Japón) en un microscopio en el que se ha optimizado
el ruido electrónico (hasta obtener una densidad de ruido de nzB ≈ 40fm/
√
Hz en
líquidos) [6]. Un microscopio convencional tiene aproximadamente 50-100 veces más
(véase apéndice A).
La frecuencia de la modulación en z es de 200 Hz para las imágenes de 512 píxe-
les en z y de 98 Hz para las de 256 píxeles. La velocidad lateral es de 12 nm/segundo.
Cada perﬁl en el plano xz se obtuvo en 0.32 s. Las imágenes suelen tener 64x64 pí-
xeles en xy y el rango en nanómetros que se cubre depende de la dimensión de la
muestra a observar (4 nm para las mica, 60 nm para el GroEL). El hecho de tener
disponibles datos tridimensionales hace posible el disponer de cortes a lo largo de
planos arbitrarios. En particular, si se utiliza la técnica para la medida de las capas
de solvatación, los cortes en los planos yz y xz muestran el ordenamiento vertical de
las moléculas. Cada punto de estos perﬁles tiene asociado un corte en el plano xy
(véase ﬁgura 6.5) que muestra, de haberlo, el ordenamiento horizontal de las molé-
culas. De esta forma es posible estudiar si las moléculas del solvente pertenecientes
a las capas de solvatación tienen también un ordenamiento asociado que imita el
ordenamiento del sustrato sobre el que están o no. Además, es posible promediar
los perﬁles en cada uno de los cortes o en la imagen completa, y obtener así una
curva promediada de la magnitud deseada (A1, A2, φ1 o φ2) frente a zc que facilita
la interpretación y el análisis de los resultados experimentales obtenidos. Asimismo,
se dispone también de una imagen bidimensional, ya que el montaje experimental
utilizado posibilita mantener la magnitud deseada (cambio en la frecuencia de reso-
nancia medio, amplitud media) constante en cada píxel mientras se toma la imagen
tridimensional.
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Figura 6.5: Esquema del montaje experimental utilizado para implementar la mi-
croscopía de fuerzas bimodal tridimensional. La novedad frente a la microscopía de
fuerzas bimodal (véase ﬁgura 3.1 de la página 59) es la modulación en z a medida
que la imagen es adquirida.
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6.3. Requisitos del montaje experimental para la
medida de capas de hidratación.
La medida experimental de las capas de hidratación mediante microscopía de
fuerzas precisa la minimización del ruido electrónico y de la amplitud libre. Para
ello es necesario la incorporación de varios elementos en el montaje experimental.
Filtro paso-banda
Se ha utilizado un ﬁltro paso-banda para eliminar los componentes no desea-
dos de la oscilación [6]. Un ﬁltro paso banda está caracterizado por una frecuencia
central, una ganancia y un factor de calidad. La frecuencia central del ﬁltro utilizado
es variable, de tal forma que el ﬁltro se puede adaptar a los experimentos realizados
con micropalancas de frecuencia de resonancia distintas.
La ganancia del ﬁltro es un factor esencial, ya que para medir las capas de
hidratación es preciso minimizar el ruido electrónico. Se ha comprobado experi-
mentalmente que si la amplitud de excitación es superior a 100 mV las capas de
hidratación no se observan. En la ﬁgura 6.6a-b se observan las capas de hidratación
correspondientes a una micropalanca de silicio con punta de silicio (PPP-NCH: Na-
nosensors, f0 ≈ 123 kHz y k ≈ 40 N/m) que oscila en PBS sobre mica. Se puede ver
cómo para una ganancia de x1 las capas de hidratación no son detectadas, mientras
que sí lo son cuando se aumenta la ganancia del ﬁltro paso banda de x1 a x5, lo que
equivale a disminuir cinco veces la amplitud de excitación necesaria para conseguir
la misma amplitud de oscilación A0 ≈ 150 pm. Este comportamiento ha sido obser-
vado en todos los experimentos. Sin embargo, la ganancia del ﬁltro, que es necesaria
para la medida de las capas de hidratación, conlleva también un empeoramiento de
la imagen simúltanea de topografía. En particular, en las ﬁguras 6.6c-d se puede ver
cómo la introducción de la ganancia diﬁculta la observación de la periodicidad de la
red de mica.
El factor de calidad del ﬁltro paso-banda proporciona el rango de frecuencias
a ﬁltrar. Depende de la frecuencia f0 y del ancho de banda ∆B de acuerdo a:
Q =
f0
∆B
(6.4)
Cuanto más grande sea su factor de calidad más selectivo será el ﬁltro. El
factor de calidad Q no tiene una inﬂuencia tan decisiva como la tenía la ganancia en
la detección de las capas de hidratación. El único requisito es que sea mucho menor
que el de la micropalanca para no afectar a su curva de resonancia.
Pico de resonancia
Es preciso que la respuesta en frecuencia de la micropalanca no tenga picos
espúreos, ya que éstos dan lugar a oscilaciones del ﬂuido en la celda no deseadas que
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Figura 6.6: Perﬁl en el eje xz con ganancias del ﬁltro paso banda de (a) x1 y (b)
x5, y (c)-(d) correspondientes imágenes topográﬁcas obtenidas al mantener el valor
medio de la amplitud < A1 > constante en cada píxel.
Figura 6.7: (a) Celda de líquidos utilizada y (b) curva de resonancia de la micro-
palanca en líquidos para diversas amplitudes de oscilación tal y como aparecen en
[224]
pueden inestabilizar la medida. Si bien la existencia de picos espúreos en el espectro
es compatible con la adquisición de imágenes topográﬁcas de la muestra, no lo es
con la medida de las capas de hidratación, cuya detección requiere una sensibilidad
mayor. En este caso, si bien se ha utilizado un piezoeléctrico (excitación acústica)
para hacer oscilar la micropalanca, lo que da lugar a picos adicionales que no se
corresponden con el de resonancia de la micropalanca, también se ha trabajado
con una celda modiﬁcada. Esta celda ha sido modiﬁcada con PEEK (un tipo de
polímero) [224] (véase ﬁgura 6.7a) para así evitar la transmisión de las vibraciones
acústicas al ﬂuido en la celda. En la ﬁgura 6.7b se observa el pico correspondiente
a una micropalanca de 20 N/m y frecuencia de resonancia 150 kHz (PPP-NCH:
Nanosensors). La acción combinada de la celda modiﬁcada y el ﬁltro paso-banda
dan lugar a un pico único de la micropalanca como el que corresponde a una curva
de resonancia canónica (véase ﬁgura 2.3c de la página 43).
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Figura 6.8: (a) Esquema de la distribución de los átomos en la mica en el plano (a)
xz y en el plano (b) xy. La periodicidad de la red hexagonal es de 0.52 nm, y cada
plano está separado del siguiente una distancia de aproximadamente 1 nm.
Constante elástica del sistema
La constante elástica del sistema también es un factor importante para la
medida experimental de las capas de hidratación. Hemos intentado trabajar con mi-
cropalancas blandas (k1 ≈ 0.2 − 1) N/m sin conseguir resultado alguno, ya que la
micropalanca se queda pegada a la muestra cuando intentamos modular el piezoeléc-
trico en z y desplazarnos a lo largo del plano xy. En el rango de constantes de fuerzas
entre 10−30 N/m sí es posible tomar una imagen tridimensional pero no se observan
las capas de hidratación. Sin embargo, con micropalancas más duras (k1 ≈ 40 N/m)
generalmente es posible obtener imágenes de las capas de hidratación.
6.4. Resultados experimentales sobre mica
La mica muscovita o aluminosilicato de potasio KAl2(AlSi3O10)(OH)22) (véase
ﬁgura 6.8) es un sustrato muy común a la hora de realizar medidas de microscopía
de fuerzas para la deposición de biomóleculas. Esto es debido a que tiene grandes
superﬁcies planas a escala atómica y a sus propiedades eléctricas. Su estructura per-
mite limpiar esta superﬁcie mediante exfoliación, de tal forma que su uso es sencillo
y rápido. Al exfoliar la mica, los iones K+ se quedan en la superﬁcie. Si luego se
sumerge en un líquido polar, estos iones se escapan y los átomos del plano expuestos
son áquellos de la red hexagonal de silicio y oxígeno (véase ﬁgura 6.8b). Además,
átomos de silicio son reemplazados por átomos de aluminio en una proporción de 3
a 1 [221].
A lo largo de esta sección se intentarán analizar las características de las capas
de hidratación sobre mica en PBS. El hecho de que la mica sea hidrofílica implica
que el ordenamiento de las moléculas del líquido no sólo es debido al conﬁnamiento,
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Figura 6.9: Perﬁl en el plano xz para (a) A01 ≈ 70 pm, (b) A01 ≈ 20 pm y (c)
A01 ≈ 10 pm. (d)-(f) Correspondientes perﬁles A1 frente a zc promediados en la
imagen completa. Las líneas punteadas rojas en (a)-(c) corresponden a la capa de
hidratación señalada en (d)-(f) por ﬂechas.
sino que también existe una atracción de las moléculas de agua a la superﬁcie de la
mica. Para analizar este efecto, se estudiarán las capas variando diversos parámetros.
6.4.1. Comportamiento al variar la amplitud libre.
Se ha comprobado experimentalmente que la medida de las capas de hidrata-
ción mejora a medida que la amplitud libre A01 aumenta siempre y cuando esté por
debajo de un umbral. Si A01 sobrepasa este umbral, bien las capas de hidratación
se promedian hasta hacerse imposibles de detectar, o bien el incremento en F0 que
el incremento en A01 conlleva aumenta el ruido electrónico e imposibilita la medida.
El umbral parece depender del tipo de micropalanca utilizada y de la punta de la
misma.
Mientras que A01 no sobrepase el umbral, el hecho de aumentar A01 tiene dos
efectos. Por una parte, facilita el que la punta no se quede pegada mientras se modula
en el eje z y se desplaza lateralmente a una alta velocidad. Por otra, incrementa la
relación señal/ruido del canal. En la ﬁgura 6.9 se observa cómo al disminuir A01
desde 70 pm hasta 10 pm, el ruido electrónico aumenta y las capas de hidratación
dejan de ser detectadas en los cortes correspondientes a los planos xz. Sin embargo,
la posibilidad de promediar los perﬁles de A01 frente a zc en la imagen completa
(véase ﬁgura 6.9f) aumenta la relación señal/ruido de tal forma que las capas de
hidratación pueden ser detectadas.
6.4.2. Comportamiento al variar < A1 >
Existe una magnitud que se mantiene constante mientras se toma la imagen
tridimensional y que proporciona una imagen de topografía además de la imagen
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Figura 6.10: (a)-(c) Perﬁl en el plano xz para distintos valores de < A1 > y (d)
correspondientes perﬁles promediados A1 frente a zc. Las líneas punteadas rojas en
(a)-(c) corresponden a la capa de hidratación indicada por ﬂechas en (d).
tridimensional desglosada en planos yz, xz y xy. Esta magnitud es en nuestro caso el
valor medio de A1 (< A1 >) en cada píxel en xy y controla la porción de la muestra
que examinamos. A medida que disminuimos < A1 > en la imagen, la distancia
entre la punta y la muestra disminuye y se escanea más porción de la muestra,
mientras que cuando < A1 > aumenta, la distancia punta-muestra es mayor y se
registra una región más alejada de la superﬁcie. Por esta razón, para el mismo
desplazamiento en el eje z (por ejemplo, 1.5 nm), más porcentaje se verá de las
capas de hidratación y menos de la muestra cuanto mayor sea < A1 >. Esto es
importante a la hora de interpretar los datos experimentales. Existen ocasiones en
las que viendo únicamente el perﬁl en xz intentamos comparar dos imágenes, cuando
lo que estamos comparando no corresponde a las mismas capas de hidratación. Por
ello es recomendable disponer de una imagen de más rango en z. Esto se aprecia
si intentamos comparar las ﬁguras 6.10a y 6.10b, tomadas con < A1 > diferente
y con el mismo rango en z (1 nm). No se encuentran semejanzas apreciables entre
ambas imágenes. Sin embargo, en el caso de tener una imagen de mayor rango (2
nm) (véase ﬁgura 6.10c) se puede intuir que la imagen de la ﬁgura 6.10a se tomó
con < A1 > mayor que la de la ﬁgura 6.10b y que lo que se observa en ella son las
capas de hidratación y no la superﬁcie. En la ﬁgura 6.10d se observan los perﬁles
de A1 frente a zc promediados en las imagenes. El perﬁl correspondiente a 6.10a y
6.10b se corresponden con rangos diferentes en el perﬁl correspondiente a 6.10c.
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6.4.3. Comparación entre los canales de amplitud y fase
También se ha comparado la sensibilidad de los canales de A1 y φ1 en la me-
dida de capas de hidratación. En las ﬁguras 6.11a-b se muestran los perﬁles en el
plano xz para ambos canales y en la ﬁgura 6.11c-d se muestra las correspondientes
curvas de fuerzas de A1 y φ1 frente a zc promediadas en la imagen completa. Mien-
tras que la amplitud sólo oscila 20 pm en la capa de hidratación señalada por la
línea punteada en 6.11a-b y la ﬂecha en 6.11c-d, la fase lo hace aproximadamente
20o. Estos resultados están de acuerdo con los trabajos de medidas de capas de hi-
dratación utilizando los canales de amplitud y fase del primer modo. En particular,
estos valores son del mismo orden de magnitud que los observados por Sissi de Beer
y Mugele [103] cuando la frecuencia de oscilación es la de resonancia de la micropa-
lanca. Además, si estudiamos el corte correspondiente a esta capa en el plano xy se
observa una resolución lateral distinta. La imagen de A1 (ﬁgura 6.11e) no muestra
la red hexagonal que aparece en la imagen de φ2 (ﬁgura 6.11f). Esto es debido a que
el canal de A1 está más afectado por el ruido, lo que resulta en un promedio de los
átomos de silicio de la red que sin embargo, se pueden resolver en la imagen de φ1
(véase el esquema de la ﬁgura 6.14a-b). Esto es debido a que la relación señal-ruido
es mucho mayor para la fase. Es posible comparar el ruido de los canales de amplitud
y fase durante una imagen partiendo de la densidad de ruido obtenida en base al
espectro de ruido térmico (véase apéndice A). Suponiendo un ruido del microscopio
de 40 fm/
√
Hz y que el ancho de banda del lock-in es de 2 kHz, el ruido en mV para
las micropalancas utilizadas es de 0.09 mV. Esto equivale a un ruido σ en fase de
0.0016o y en amplitud de 0.9 pm. La relación señal/ruido de ambos canales viene
dada por:
SNR(A1) =
∆A1
σ(A1)
(6.5)
SNR(φ1) =
∆φ1
σ(φ1)
(6.6)
Cuando el contraste de amplitud ∆A1 y fase ∆φ1 son los correspondientes a la
capa de hidratación señalada por líneas punteadas en las ﬁguras 6.11a-b y por ﬂechas
en las ﬁguras 6.11c-d en, la relación señal/ruido de la fase es aproximadamente 560
veces mayor que la de la amplitud.
6.4.4. Espaciamiento de las capas
En la ﬁgura 6.12 se muestra la comparación entre curvas de A1 frente a zc para
diversos puntos en el eje x y la curva promediada a partir de la imagen completa. En
la curva promediada se mide una periodicidad de aproximadamente 0.41 nm, mayor
que el tamaño de la molécula de mica. Esto es debido a que el hecho de calcular
el espaciamiento sobre la curva promediada nos lleva a sobreestimar el valor de la
periodicidad de la oscilación.
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Figura 6.11: Perﬁl en el plano xz en los canales de (a) A1 y (b) φ1 y correspondien-
tes curvas promediadas (c) A1 y (d) φ2 frente a zc. (e)-(f) Comparación entre la
resolución obtenida en los cortes en el plano xy en los canales de A1 y φ1 para los
valores en el eje z indicados por líneas punteadas en (a)-(b) y por ﬂechas en (c)-(d).
∆A1 y ∆φ1 indican el contraste de amplitud y fase sobre la correspondiente capa
de hidratación.
Figura 6.12: (a) Curvas de A1 frente a zc para distintos valores en el eje x y el mismo
valor en el eje y. (b) Curva A1 frente a zc promediada en la imágen.
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Figura 6.13: Perﬁl en el plano xz en el canal de A1 para una micropalanca de cons-
tante de fuerzas k ≈ 40 N/m medida con una punta de (a) nitruro de silicio y (b)
silicio.
La curva media es sin embargo muy útil a la hora de reconstruir la fuerza de
interacción entre punta y muestra, puesto que así se evita la inﬂuencia de picos y
otros artefactos debido al ruido.
6.4.5. Dependencia en la composición de la punta
En la ﬁgura 6.13 se observa la comparación entre las capas de hidratación
correspondientes a una micropalanca de dureza similar y distinta composición. Para
ello, además de utilizar puntas de silicio (PPP-NCH: Nanosensors, k ≈ 40 N/m), se
han utilizado puntas de silicio recubiertas de nitruro de silicio (Mikromasch NSC, k
≈ 40 N/m), un material más inerte e hidrofóbico. Las capas de hidratación sobre la
mica no muestran un comportamiento muy diferente. Si bien las capas parecen ser
más estables para el caso de la punta de silicio. Esta estabilidad podría ser debido
a las propiedades de los distintos materiales, pero también a que las puntas son de
tamaños y características diferente. En cualquier caso, lo que sí se observa es que
el número de capas y el espaciamiento entre ellas es similar. Esto puede indicar
que las capas de hidratación en este caso están dependiendo muy fuertemente del
conﬁnamiento y no de la hidroﬁlicidad/hidrofobicidad de los materiales.
6.5. Aplicación de la microscopía de fuerzas bimo-
dal
El objetivo de combinar la microscopía de fuerzas bimodal con la microscopía
de fuerzas tridimensional (3D-SFM) es el de aumentar la sensibilidad y resolución
lateral de las imágenes. Como hemos visto en el capítulo 3, la microscopía bimodal
y en concreto el canal de fase del segundo modo φ2 proporciona una mejora en
la visualización tanto de redes bidimensionales como de biomoléculas en aire y en
líquidos. Por esta razón hemos decidido aplicar la microscopía de fuerzas bimodal
a la medida de fuerzas más pequeñas y difíciles de detectar. Hemos observado un
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aumento de la resolución lateral y de la sensibilidad al detectar las capas que da lugar
a información adicional que facilita la interpretación de las imágenes registradas.
6.5.1. Comparación de la resolución lateral en los canales de
A1 y φ2.
Se ha estudiado cómo varía la resolución lateral de las imágenes correspondien-
tes a los cortes en el plano xy a medida que nos acercamos a la muestra. Las ﬁguras
6.14c-d muestran perﬁles en el plano xz en los canales de A1 y φ2 respectivamente.
En las correspondientes curvas de fuerza promediadas (ﬁguras 6.14e-f) se señalan
con números las posiciones en el eje z señaladas por las líneas punteadas rojas en
6.14c-d. En las imágenes en el plano xy tomadas más cerca de la superﬁcie de la
muestra (ﬁguras 6.14g,j) se observa una estructura hexagonal tanto en la imagen
de A1 como en la de φ2. Sin embargo, cuando nos situamos en un punto en el eje z
más alejado de la superﬁcie, y observamos las correspondientes a las de la primera
capa de hidratación (puntos 2 y 3), las imágenes de A1 y φ2 se diferencian (ﬁgu-
ras 6.14h,i,k,l). Únicamente en la imagen de φ2 es posible observar el ordenamiento
lateral de las moléculas de agua en las capas de hidratación producida por el orde-
namiento lateral de los átomos en la mica (ﬁguras 6.14k,l). Sin embargo, la imagen
de A1 muestra el promedio de este ordenamiento (ﬁguras 6.14h,i).
El hecho de que el canal de φ2 pueda resolver la red hexagonal en la primera
capa de hidratación y A1 no pueda, también está relacionado con la relación se-
ñal/ruido de los respectivos canales. En este caso, la relación señal/ruido en el canal
de φ2 (∆φ2 ≈ 0.2o y ∆B2 = 2 kHz) es de alrededor de 20 veces mayor que en el
canal de A1 (∆A1 ≈ 10 pm y ∆B1 = 0.5 kHz).
6.5.2. Comportamiento al disminuir el cociente de amplitu-
des A01/A02.
El comportamiento de las imágenes en φ2 de las capas de hidratación con el
cociente de amplitudes es similar al que tenían las imágenes bimodales en microsco-
pía de fuerzs en modulación de amplitud en líquidos. En la ﬁgura 6.15 se muestra
el comportamiento a medida que el cociente de amplitudes decrece desde 466 has-
ta 33. En ellas se observa una disminución del ruido en el canal de φ2 provocada
principalmente por el aumento de A2.
Esto coincide con lo visto en el capítulo 3, donde se observaba que la mi-
croscopía de fuerzas bimodal en líquidos no seguía la tendencia que presentaba en
aire, obteniendo mejores resultados con un cociente de amplitudes alto porque esto
mejoraba la relación señal/ruido de la imagen en los canales del segundo modo.
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Figura 6.14: (a) Esquema de la red hexagonal de átomos de Si y O en la mica y
(b) lo que se observaría si al medir se promediaran las posiciones correspondientes
a los átomos de silicio. (c)-(d) Perﬁles en el plano xz en el canal de A1 y φ2. (e)-(f)
Curvas de fuerza promediadas en la imagen de A1 y φ2. Cortes en el plano xy de
(g)-(i) A1 y (j)-(l) φ2 para los valores de z indicados por líneas punteadas rojas 1-3
en (c)-(d) y ﬂechas 1-3 en (e)-(f).
Figura 6.15: Perﬁl en el plano xz del comportamiento de φ2 para valores de A01/A02
de (a) 466, (b) 77 y (c) 33 y (d)-(f) correspondientes curvas de fuerza promediadas.
Las líneas punteadas rojas de las ﬁguras (a)-(c) corresponden a la capa de hidratación
señalada por ﬂechas en (d)-(f).
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6.5.3. Comportamiento de las capas de hidratación al incre-
mentar A02
Al estudiar el comportamiento de las capas de hidratación con la amplitud del
segundo modo A02 a una amplitud del primer modo ﬁja (A01 = 70 pm) se observan
dos características bien diferenciadas. La ﬁgura 6.16 muestra lo que ocurre cuando
< A1 > es alta y lo que vemos principalmente son las capas de hidratación. En ella
se presenta el perﬁl en el plano xz de las capas de hidratación para una amplitud del
segundo modo A02 de 2.64 3.77, 5.58, 8.23 y 9.7 pm respectivamente en los canales
de φ2 (ﬁguras 6.16a-e) y A1 (ﬁguras 6.16f-j). Un pequeño aumento en A2 resulta
en un aumento en la calidad de la imagen de las capas debido a la disminución del
ruido en φ2 . Sin embargo, cuando A02 es mayor de 8 pm y el cociente de amplitudes
es entonces menor que 9 (ﬁguras 6.16d-e) se observa como la capa de hidratación
señalada por la línea punteada roja comienza a difuminarse hasta casi desaparecer.
A medida que el cociente de amplitudes continúa aumentando la amplitud de la
oscilación total también aumenta. Esto puede dar lugar a un promedio en la medida
de las capas de hidratación, haciendo incluso que una capa llegue a dejar de ser
detectada.
La ﬁgura 6.17 muestra lo que ocurre cuando < A1 > disminuye. Esto implica
que la distancia media entre la punta y la muestra también es menor y que la imagen
bimodal proporciona información adicional sobre lo que ocurre en el sustrato. Por
una parte, si comparamos las ﬁguras 6.17a y 6.17d sigue estando presente el hecho
mencionado antes sobre la difuminación de la capa de hidratación (correspondiente
a la línea punteada roja) cuando A02 pasa de 3 a 10 pm. Si en lugar de ello enfocamos
la atención a las capas inferiores (señaladas por la línea punteada gris en 6.16a-d)
se observa un desdoblamiento en la superﬁcie. Basándonos en la ﬁgura 6.17a que
corresponde al perﬁl xz en φ2 para A02 = 3 pm se podría pensar que la superﬁcie
está delimitada por la línea punteada amarilla. La superﬁcie en el perﬁl de φ2 (véase
ﬁgura 6.17a) parece estar dividida en una parte más oscura cuya periodicidad es
como la del centro de los hexágonos en la red de mica (0.52 nm) y en otra parte
también oscura aunque más clara en la que no existe esta corrugación. A medida que
A02 aumenta aparece en la imagen de φ2 una capa blanca entre ambas zonas oscuras
que toma la corrugación de la primera capa de la superﬁcie. Estas imágenes coinciden
con las que Yamada y colaboradores observan en [221] y que indican la existencia
de moléculas de agua en el centro de los hexágonos. Parece que lo que consideramos
como superﬁcie en 6.17a pudiera ser en realidad la superﬁcie con moléculas de agua
dentro de los hexágonos que forman los átomos de silicio de la mica; al incrementar
A2 y con ello la energía almacenada en la micropalanca, estas moléculas podrían ser
extraídas lejos de la superﬁcie y por tanto detectadas (véase línea punteada amarilla
en 6.17d).
No podemos demostrar que la superﬁcie está en el lugar que nuestra hipótesis
estima (líneas amarillas en las ﬁguras 6.17a,d). Sin embargo, es posible recurrir a
los cortes en el plano xy correspondientes a cada capa de hidratación de la ima-
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Figura 6.16: Perﬁl en el plano xz en los canales de (a)-(e) φ2 y (f)-(j) A1 para
valores crecientes de A02. Las líneas punteadas rojas corresponden a la misma capa
de hidratación en las imágenes (a)-(e)
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Figura 6.17: Perﬁl en el plano xz en los canales de (a)-(d) φ2 y (e)-(h) A1 para
valores crecientes de A02. Correspondientes curvas promediadas de (i) φ2 y (j) A1
frente a zc.
gen de la ﬁgura 6.17b y estudiar las diferencias entre ellos. En la ﬁgura 6.18a-e se
presentan cortes en el plano xy correspondientes a los valores en z señalados por
líneas punteadas en la ﬁgura 6.18f y por ﬂechas en la ﬁgura 6.18g. En las ﬁguras
6.18a-c se observa una distorsión en la red de mica, que no sigue el patrón de una
red hexagonal. Sin embargo, en las ﬁguras 6.18d-e se observa la red hexagonal de
átomos de silicio sin distorsionar. Esto coincide con la hipótesis formulada en base
a la ﬁgura 6.17 en relación al lugar donde se encuentra la superﬁcie. Esto podría
indicar la existencia de una una deformación de la superﬁcie de la mica cuando la
punta interactua fuertemente con la superﬁcie, causando que la red hexagonal tam-
bién estuviera distorsionada en la imagen (véase esquema en las ﬁguras 6.18h-j). Por
tanto, las imágenes correspondientes a los cortes en los planos xy parecen ser una
herramienta útil para determinar el lugar donde se encuentra la superﬁcie.
Por otra parte, el hecho de que la mica sea hidrofílica y conmensurable con el
tamaño de la molécula de agua proporciona un mecanismo de ordenamiento de las
moléculas de agua en la primera capa de hidratación.
En la ﬁgura 6.19 se observan los perﬁles promediados a lo largo de los ejes x y
z del experimento presentado en la ﬁgura 6.18. Ambos muestran una periodicidad,
pero la periodicidad en el eje z está en torno a los 0.4 nm y la periodicidad en el eje
y está entre los 0.52 nm y los 0.7 nm. Esto muestra que no existe correlación entre
ambas estructuraciones de las moléculas. Mientras que el perﬁl en el eje z corres-
pondiente a la ﬁgura es un reﬂejo de la existencia de moléculas de agua conﬁnadas
entre la punta y la muestra, el perﬁl en el eje x sobre la primera capa de hidratación
(véase perﬁl correspondiente a 4 de la ﬁgura 6.19b) tiene una periodicidad consis-
160 Medida de las capas de solvatación sobre mica y redes de proteínas
Figura 6.18: (a)-(e) Cortes en el plano xy en el canal de φ2 para los valores de z
indicados por líneas punteadas rojas y ﬂechas en (f) y (g). (f) Perﬁl en el plano xz en
el canal de φ2 y (g) Comportamiento de φ2 frente a zc promediado. Esquema de la
mica en la dirección (h) [001] y (i)-(j) [100]. Describe el efecto de deformación de la
muestra en ambos planos cuando la punta interactúa fuertemente. Esta deformación
puede dar lugar a distorsiones en la red hexagonal medida, como parece que ocurre
en las ﬁguras 6.18.
Figura 6.19: Perﬁles (a) a lo largo del eje vertical z y (b) del eje horizonal x co-
rrespondientes a las líneas punteadas 2, 3 y 4 de la ﬁgura 6.18f. Se observa que la
periodicidad en z, que reﬂeja la existencia de las capas de hidratación, es diferente
de la periodicidad en x, que corresponde a la que siguen los átomos en la mica.
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tente con la separación de los átomos en la mica (0.52 nm). Sin embargo, en el perﬁl
en el eje x correspondiente a la superﬁcie la periodicidad es algo mayor (perﬁles
correspondiente a 2 y 3 de la ﬁgura 6.19b), lo que pudiera ser fruto del promedio de
fuerzas al haber aumentado el radio de contacto.
6.5.4. Comportamiento viscoelástico
Cuando un ﬂuido es conﬁnado entre dos superﬁcies, puede tener lugar, ba-
jo determinadas circunstancias, un comportamiento viscoelástico del mismo, que
consiste en la coexistencia de un comportamiento elástico con un aumento de la
viscosidad efectiva. Existe cierta controversia sobre el comportamiento viscoelásti-
co del agua conﬁnada [215] sobre mica. Además de las diferencias entre el agua y
los solventes orgánicos no polares, la superﬁcie de la mica introduce diﬁcultades
adicionales a la hora de modelarla debido al intercambio de iones que ocurre en
disolución. Algunos autores aﬁrman que el agua conﬁnada se comporta como un
líquido [214, 225], mientras otros aﬁrman que su comportamiento es más parecido al
de un sólido [11, 226, 227, 228]. Recientemente, Hoﬀmann y colaboradores han pro-
puesto una solución a estos resultados contradictorios estudiando el comportamiento
viscoelástico del agua conﬁnada dependiendo de la velocidad de aproximación [213].
La observación experimental de un ordenamiento lateral de las moléculas de
agua en la primera capa de hidratación cuya periodicidad es la misma que la de
los átomos de silicio en la red de mica tiene implicaciones en el problema del com-
portamiento viscoelástico del agua conﬁnada. Incluso autores que no observan la
estructura de hielo de forma dinámica [214, 225] coinciden en aﬁrmar la posibilidad
de este ordenamiento, que es también predicho por las simulaciones de dinámica
molecular [226, 229]. Nuestras medidas del ordenamiento lateral presentadas en la
sección anterior se unen a estas aﬁrmaciones, indicando un comportamiento elástico
del agua conﬁnada.
6.5.5. Dependencia de las capas de hidratación con la forma
de la punta
Como se mencionó en la introducción, uno de los inconvenientes de la medida
de capas de hidratación mediante microscopía de fuerzas es su alto nivel de depen-
dencia en la punta utilizada. Para estudiar si lo que se observa es el ordenamiento
de las moléculas sobre el sustrato estudiado o el que se está induciendo al aproximar
la punta sería necesario repetir los experimentos con puntas de distintos tamaños,
formas y materiales. Lo que se presenta en esta sección se reduce a señalar la de-
pendencia de las capas de hidratación en la forma de la punta. En la ﬁgura 6.20
se muestran perﬁles en el plano xz tomados con la misma punta correspondientes
a imágenes sucesivas en el tiempo. Se observa que al comenzar la adquisición de la
secuencia de imágenes (ﬁgura 6.20a) las capas de hidratación tienen forma oblicua,
y a medida que el tiempo transcurre toman una forma mucho más uniforme (ﬁgura
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Figura 6.20: (a)-(c) Perﬁles en el plano xz en el canal de φ2 correspondientes a imá-
genes sucesivas en el tiempo y (d)-(f) correspondientes curvas de fuerza promediadas
y cortes en el plano xy. (g)-(i) Esquema del proceso de aplanamiento de la punta
con el tiempo y de su efecto en las fuerzas de solvatación.
6.20b-c) para los mismos valores de los parámetros A01, A02 utilizados. Esto podría
indicaro que la punta ha cambiado, probablemente se ha hecho más plana a través
de la indentación sucesiva en la muestra y por ello las capas de hidratación al ﬁnal
de la adquisición de la secuencia de imágenes se observan con mayor claridad que al
principio. Los cortes en el plano xy de la imagen tridimensional (véase ﬁguras 6.20d-
f) no inducen a pensar en una posible contaminación de la punta, puesto que la
resolucón lateral no empeora. La incongruencia entre la aﬁrmación de que la punta
se aplana a medida que pasa el tiempo mientras que la resolución lateral no empeo-
ra, es debido a que la resolución lateral viene en la mayor parte de los casos dada
por protusiones en la punta; de otra forma sería imposible ver la periodicidad de la
mica (0.52 nm) con una punta como la utilizada cuyo radio nominal es de 10 nm.
En las ﬁguras 6.20g-i) se observa un esquema de cómo el proceso de aplanamiento
de la punta mejoraría el conﬁnamiento de las moléculas de líquido, haciendo más
estable la medida de las capas de hidratación.
6.6. Resultados experimentales sobre GroEL
En esta sección se presentan los resultados experimentales sobre la red de
GroEL. En el capítulo 3) se mostraron imágenes de esta red mediante microscopia
de fuerzas bimodal en modulación en amplitud. También se mencionó la fragilidad
de la red que las moléculas de GroEL forman al autoensamblarse y se enfatizó la
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Figura 6.21: Perﬁl en el plano xz en los canales de (a) amplitud y (b) fase del
primer modo sobre GroEL. Perﬁles a lo largo del eje horizontal x y vertical z que no
muestran correlación entre el ordenamiento vertical y horizontal de las moléculas de
agua.
necesidad del uso de amplitudes libres pequeñas y amplitudes de trabajo altas para
su medida. Es preciso recordar que esas medidas fueron realizadas con micropalancas
de constante de fuerzas k ≈ 0.8 N/m. Estas micropalancas son las más convenientes
para tomar imágenes de la red de GroEL debido a que su baja constante de fuerzas
resulta en fuerzas de interacción menores.
Sin embargo, no es posible medir con ellas las capas de hidratación puesto que
cuando intentamos modular en z a medida que nos desplazamos lateralmente las
micropalancas se quedan pegadas en la muestra. Por esta razón, la mayor diﬁcul-
tad de estos experimentos reside en encontrar micropalancas de una constante de
fuerzas tal que permita la adquisición de imágenes de las capas de hidratación sin
dañar la muestra. Las puntas más blandas (k ≈ 10 N/m) no dañan la muestra y
proporcionan una buena imagen de topografía, pero es difícil ver con ellas las capas
de hidratación. Con las más duras (k ≈ 40 N/m) siempre es posible observar las
capas de hidratación. Sin embargo, no suelen proporcionar imagenes en los cortes
correspondientes al plano xy en el que se aprecie la topografía de la muestra como
ocurría con la mica. Además, si intentamos tomar una imagen de microscopía de
fuerzas en modulación en amplitud utilizando este tipo de puntas, sólo lo podemos
hacer con una amplitud de trabajo muy alta y una velocidad de escaneo rápida. Es
muy probable que esto sea debido a que estamos aplastando la muestra, si bien las
razones últimas no han sido determinadas.
En cuanto a la medida de capas de hidratación, se han encontrado fundamen-
talmente dos diferencias respecto a lo observado en mica. Para medir las capas de
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hidratación sobre la red de GroEL es necesario interaccionar algo más fuertemente
con la superﬁcie, esto es, utilizar una amplitud media de trabajo < A1 >, de forma
que se indenta más en la muestra. Si no lo hacemos, únicamente se ven ﬂuctuaciones
que no permiten intuir ni dónde están ni cuántas son las capas de hidratación. Si
disminuimos < A1 > de tal forma que la punta interacciona más fuertemente em-
pezamos a ver el ordenamiento en el eje vertical de las moléculas del líquido. En
las ﬁguras 6.21a-b se observan los perﬁles en el eje xz de las capas de hidratación
sobre la red de GroEL en los canales de A1 y φ1. No es posible obtener imágenes
simultáneas en el plano yz en el que se observe el anillo de la molécula de GroEL.
Debido a la baja < A1 > y consecuente fuerza aplicada alta, y a la fragilidad de la
red de GroEL es muy probable que estemos aplastando las moléculas. En las ﬁguras
6.21c-d se observan perﬁles a lo largo de las direcciones vertical y horizontal. Ambos
perﬁles no muestran correlación entre sí, al igual que pasaba en los perﬁles corres-
pondientes a la mica. La periodicidad que se observa en el eje vertical está entre 0.4
y 0.45, al igual que ocurría en las imágenes adquiridas sobre la mica. La periodicidad
observada en el eje horizontal es de entre 11.5 y 14 nm, cercano al diámetro de la
molécula de GroEL. Esto permite aﬁrmar que pese a la ausencia de imágenes en
los cortes obtenidos sobre los planos xy de la imagen tridimensional, las capas de
hidratación se han medido sobre la red de GroEL.
La segunda característica que aparece y que no había estado presente sobre la
mica es la inestabilidad con la que las capas de hidratación son detectadas. Estas
inestabilidades están reﬂejadas en la ﬁgura 6.22, que presenta perﬁles en el eje xz
correspondinetes a sucesivos puntos en el eje y. Tienen dos causas fundamentales.
La primera es la rugosidad e irregularidad de la muestra estudiada, cuya altura es
de 14 nm. Además, a pesar de que las proteínas estén autoensambladas formando
una red plana existen tanto defectos como conglomerados que hacen que la muestra
también sea irregular. Un ejemplo de esto se muestra en la ﬁgura 6.22k, donde las
capas de hidratación dejan de ser detectadas por lo que parece ser un cambio brusco
en la topografía de la muestra. La segunda son las ﬂuctuaciones térmicas de la red
de GroEL que está sobre el sustrato de mica. Estas ﬂuctuaciones se maniﬁestan en
la presencia de líneas verticales a lo largo de toda la medida (ﬁguras 6.22a-l).
Una diﬁcultad adicional en la medida de las capas de hidratación sobre GroEL
es que el problema no se puede estudiar el problema de forma continuada. El hecho
de que < A1 > haya de ser pequeña facilita una rápida contaminación de la punta
con moléculas de GroEL.
6.7. Conclusiones
La microscopía de fuerzas tridimensional (3D-SFM) permite la adquisición
de imágenes tridimensionales con una gran velocidad y una alta sensibilidad. En
particular, permite la adquisición de imágenes tridimensionales de las capas de hi-
dratación entre una muestra y la punta de la micropalanca. La combinación de la
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Figura 6.22: Cortes en el plano xz para valores consecutivos en el eje y.
microscopía de fuerzas bimodal con la microscopía de fuerzas tridimensional (3D-
SFM) permite obtener un aumento en la sensibilidad en la medida de las capas.
La relación señal/ruido en el canal de fase es más de 500 veces mayor que
la que hay en el canal de amplitud. Las imágenes que la microscopía bimodal de
fuerzas tridimensional proporciona en el canal de fase del segundo modo muestran un
incremento en sensibilidad cuando la amplitud del segundo modo A2 es comparable
a la del primero.
Las imágenes de las capas de hidratación en φ2 muestran un comportamiento
cualitativamente distinto del obtenido en el canal de A1 a medida que A2 aumenta.
Las imágenes de φ2 parecen indicar la presencia de moléculas de agua fuertemente
unidas a la superﬁcie. En la superﬁcie, se observa una distorsión de la red de mica
provocada por la deformación que la punta ocasiona a medida que interacciona más
fuertemente con la superﬁcie.
Las imágenes de φ2 obtenidas muestran periodicidad tanto en el plano vertical
como en los horizontales. No existe ninguna correlación entre ambas periodicidades.
En el plano vertical, las moléculas de agua se ordenan según el diámetro de las mis-
mas (0.26 nm). El resultado obtenido utilizando la microscopía de fuerzas bimodal
tridimensional calculado es algo mayor (0.4-0.45 nm). Entre otros factores, esto po-
dría ser debido a que para el cálculo se ha utilizado la curva de fuerzas promedio,
esto es, la que incluye tanto el promedio sobre el centro del hexágono como sobre
los extremos. La periodicidad en la dirección horizontal varía según se mida en la
superﬁcie (0.8 nm) o en la primera capa de hidratación (0.51 nm).
El hecho de que sea posible resolver el ordenamiento lateral de las moléculas
de agua en la primera capa de hidratación con una periodicidad similar a la de los
átomos del silicio de la red hexagonal de mica (cuya periodicidad es de 0.52 nm)
apunta a un comportamiento elástico del agua conﬁnada que está de acuerdo con
la bibliografía. El incremento en periodicidad lateral obtenido en la superﬁcie es
posiblemente debido al aumento del radio de contacto y al consecuente promedio de
la fuerza medida.
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La microscopía de fuerzas tridimensional también proporciona medidas de ca-
pas de hidratación sobre muestras de corrugosidad alta y cuya longitud típica en el
eje horizontal es mayor. En particular, es posible medir de forma tridimensional las
capas de hidratación sobre GroEL, cuya altura y diámetro es de aproximadamente
14 nm. La alta fuerza de interacción punta-muestra que la medida de las capas de
hidratación sobre esta muestra conlleva y la gran fragilidad que la red de proteínas
presenta diﬁculta la obtención de imágenes tanto en los cortes correspondientes a
los planos xy como en los cortes correspondientes a los planos yz y xz.
La periodicidad obtenida sobre la red de GroEL en el plano vertical es similar
a la obtenida sobre la mica (0.4-0.45 nm), indicando un ordenamiento vertical de
las moléculas de agua debido al conﬁnamiento entre la punta y la muestra. La
periodicidad en la dirección horizontal varía entre 11.5 y 14 nm, lo que coincide con
el diámetro de la molécula de GroEL. Esto indica que la medida de las capas de
hidratación se ha llevado a cabo sobre la red biológica.
Se observan inestabilidades debidas a la rugosidad, irregularidad, y ﬂuctuacio-
nes térmicas de la red de GroEL que, unido a la más que probable contaminación
de la punta, diﬁcultan la realización de medidas de forma continuada.
Conclusiones generales
1. El contraste proporcionado por los canales del segundo modo en la microscopía
de fuerzas bimodal no depende únicamente de los parámetros relacionados con
el segundo modo de oscilación. El hecho de que la amplitud del primer modo
sea muy superior a la del segundo modo produce una dependencia de la fuerza
de interacción y consecuentemente del contraste bimodal en los parámetros
del primer modo. Esto resulta en un aumento del contraste bimodal a medida
que A1 aumenta, A2 disminuye o Q1 disminuye.
2. La microscopía de fuerzas bimodal se puede implementar en líquidos conser-
vando las características de incremento de la resolución lateral y del contraste
conservativo que proporcionaba en aire. Sin embargo, el rango de valores de los
parámetros utilizados, especialmente el cociente entre la amplitud del primer
modo y la del segundo cambia (A01 ≈ 1− 5A02), disminuyendo con respecto a
lo observado en aire (A01 ≈ 15− 20A02).
3. La microscopía de fuerzas bimodal permite la estimación del módulo de Young
efectivo de una muestra de forma simultánea a la adquisición de una imagen
de topografía. La aplicación experimental del método y los estudios teóricos
demuestran que el método es válido para muestras de bajo módulo de Young
efectivo (E∗ ≈ 10MPa− 3GPa).
4. La microscopía de fuerzas bimodal puede ser combinada con otras técnicas. En
particular, si es combinada con la microscopía de fuerzas tridimensional es po-
sible medir fuerzas muy pequeñas como por ejemplo las fuerzas de solvatación,
que precisan de alta sensibilidad para ser detectadas.
5. Es posible medir la estructuración de las moléculas de agua entre la punta de
la micropalanca y la mica en la dirección vertical y en la dirección horizontal
utilizando el canal de fase del segundo modo. En la dirección vertical, las mo-
léculas de agua se ordenan con una periodicidad del tamaño de la molécula
de agua debido al conﬁnamiento de las moléculas entre la muestra y la pun-
ta. En la dirección horizontal, las moléculas de agua de la primera capa de
hidratación siguen el ordenamiento de los átomos de la mica.
6. La estructuración en el plano horizontal de las moléculas de agua en la primera
capa de hidratación apunta a un comportamiento elástico del agua conﬁnada.
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7. La microscopía de fuerzas tridimensional también hace posible medir las fuer-
zas de solvatación sobre una red de proteínas de altura considerable, a pesar
de la rugosidad, irregularidad y ﬂuctuaciones térmicas de la red.
8. La oscilación de una micropalanca depende del método de excitación utiliza-
do para hacerla oscilar. No existen diferencias signiﬁcativas en aire entre la
excitación magnética y la acústica. Sin embargo, las diferencias en agua son
importantes, especialmente a medida que disminuye la constante de fuerzas de
la micropalanca (k < 1 N/m). Las diferencias se pueden describir utilizando
el modelo de masa puntual y escribiendo las ecuaciones del movimiento para
cada modo de excitación en función del observable correcto (la deﬂexión).
9. La generación de armónicos superiores es un fenómeno causado por la aparición
de fuerzas no lineales. La dependencia de estos armónicos en el medio en el
que la micropalanca está inmersa depende de la porción de ciclo donde entre la
fuerza no lineal. Si la fuerza entra en un corto periodo de oscilación, se ﬁja una
fuerza de excitación constante y se hace oscilar la micropalanca a su frecuencia
de resonancia, los armónicos generados An no dependen del factor de calidad.
10. Cuando la fuerza de excitación es constante la distorsión armónica de la señal
An/A0 sí depende del factor de calidad debido a la dependencia de A0 en Q.
Esto facilita la adquisición de imágenes en armónicos superiores en líquidos.
Además, la sensibilidad los armónicos superiores para un cambio en el módulo
de Young efectivo de la muestra es también mayor en líquidos.
11. El estudio de la generación de armónicos superiores proporciona una serie de
aproximaciones que, combinadas con una aproximación fenomenológica para
el comportamiento temporal de la fuerza de interacción, permiten la propuesta
de un método para la medida simultánea de topografía y ﬂexibilidad de una
imagen utilizando la deﬂexión y los primeros armónicos superiores.
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Apéndice A
Inﬂuencia de la caja acústica en el ruido del micros-
copio
En este apéndice se compara el ruido electrónico de un microscopio comercial
con el ruido electrónico correspondiente a un microscopio en el que se han optimizado
la mayor parte de los elementos que lo componen [6]. Además del ruido que puede
ser transmitido a través de las vibraciones del ediﬁcio donde el microscopio está
y que normalmente se aisla mediante mesas de vibración activas o colocando el
microscopio en una superﬁcie sujetada por cuerdas elásticas, existe ruido que puede
ser transmitido a través de ondas acústicas. Este ruido es más signiﬁcativo cuando el
microscopio opera en líquidos que cuando opera en aire, debido a su mayor densidad.
Para evitarlo, los microscopios que operan en líquidos suelen estar aislados por una
campana o caja de aislamiento acústico. En este apéndice también se compara la
inﬂuencia de esta caja de aislamiento acústico en el ruido.
Espectro de ruido térmico
El ruido de nuestro montaje experimental se puede estimar calculando el es-
pectro de ruido térmico. En la ﬁgura 23a se observa la densidad de ruido frente
a la frecuencia experimental de un microscopio en el que, entre otras cosas, se ha
disminuido el camino óptico que el haz láser recorre, se ha modulado el láser en
radio-frecuencia y se han minimizado el ruido shot y el ruido Johnson-Nyquist del
fotodetector hasta obtener una densidad de ruido de 40 fm/Hz1/2 en líquidos [6].
Esta densidad de ruido se puede calcular comparando el espectro de ruido térmico
experimental con el espectro teórico de una micropalanca que oscila debido a ruido
térmico, que viene dado por [181]:
nzB =
√√√√( 2kBT
pif0kQ
1
(1− ( f
f0
)2)2 + ( f
f0Q
)2
)
(A.1)
donde kB es la constante de Boltzmann, T la temperatura, f0, Q y k la fre-
cuencia de resonancia, factor de calidad y constante de fuerzas de la micropalanca.
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En el origen, la expresión teórica de la ecuación .7 da un valor muy pequeño para
nzB, valor que no se observa experimentalmente. Esta diferencia se puede atribuir a
la existencia de ruido externo en el sistema[6].
La micropalanca utilizada para el experimento que se presenta en la ﬁgura
23b tiene una frecuencia de resonancia f0 ≈ 32 kHz en líquidos, k ≈ 3 N/m y
Q ≈ 8.5. Introduciendo estos valores en la ecuación .7 se obtiene un ruido térmico
de 56.6 fm/Hz1/2 en el origen. En nuestro caso, el ruido en el origen es de 297
fm/Hz1/2 para el experimento realizado sin caja de aislamiento acústico, mientras
que el correspondiente al experimento realizado con caja de aislamiento acústico es
de 250 fm/Hz1/2. Se observa que la caja es capaz de aislar aproximadamente un 17%
del ruido. También se observa que ambos valores son muy superiores al ruido del
microscopio optimizado por el grupo de Fukuma [6].
Figura A.1: (a) Espectro de ruido térmico en agua tal y como aparece en [6], (b)
espectro de ruido térmico experimental con y sin caja de aislamiento acústico en
líquidos y (c) curva amplitud-distancia con y sin caja de aislamiento acústico en
líquidos.
Curvas de amplitud-distancia en modo dinámico
Cuando se toma una imagen de una muestra, el lock-in ampliﬁer ﬁltra una
gran cantidad de ruido. Esta cantidad está determinada por el ancho de banda del
lock-in: cuanto más pequeño sea más ruido se ﬁltra. El ancho de banda tiene un
límite inferior a ﬁjar, ya que si se disminuye mucho ﬁltrará el ruido, pero también
la señal que se quiere medir. Se puede entonces calcular el ruido que se tendría en
la adquisición de una imagen a partir de las curvas amplitud A frente a distancia
media punta-muestra zc en modo dinámico. En la ﬁgura 23c se presenta la curva
amplitud-distancia tomada a una frecuencia de rastreo de 2 Hz y con 512 puntos,
valores aproximados de los parámetros utilizados en la adquisición de imágenes. En
la ﬁgura 23c se puede observar que en este caso el ruido es de 0.14 nm tanto para el
microscopio aislado acústicamente como para el que no lo está. Se puede comparar
este valor con el que se obtiene sustituyendo este ancho de banda para el ruido
hallado en el apartado anterior, que viene dado por:
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nzB ·∆B = 250fm/Hz1/2
√
2Hz = 0.35pm (A.2)
El ruido obtenido utilizando esta relación es de 11.18 pm, mucho menor del
que realmente se mide en una curva de fuerzas (140 pm). Esto podría ser debido a
que el ruido al excitar la micropalanca a través del piezoeléctrico y del escáner en z
contribuyen signiﬁcativamente al ruido electrónico.
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Apéndice B
Reconstrucción de la fuerza por el método de Sader-
Katan
En este apéndice se detallan las fórmulas relevantes para reconstruir la fuerza
de interacción mediante el método de Sader-Katan [230], así como la validez de
dicho método cuando la señal no es armónica y la distancia mínima no se estima
correctamente.
El método fue desarrollado por Katan en el año 2009, quién adaptó el método
de reconstrucción de la fuerza que Sader había desarrollado unos años antes [178, 179]
para FM-AFM a AM-AFM [230]. El método de reconstrucción de la fuerza de Sader
para FM-AFM consiste en la inversión de las ecuaciones del virial y de la energía
disipada para FM-AFM para así obtener una fórmula que relaciona la fuerza de
interacción y la disipación:
Fts(d) = 2k
∫ ∞
d
((
1 +
A1/2
8
√
pi(u− d)
)
ΩFM(u)− A
3/2
2
√
(u− d)
dΩFM(u)
du
)
du (B.1)
γts(d) = −γc ∂
∂d
∫ ∞
d
((
1 +
A1/2
8
√
pi(u− d)
)
ΘFM(u)− A
3/2
2
√
(u− d)
dΘFM(u)
du
)
du
(B.2)
donde ΩFM(d) y ΘFM(d) se obtienen a partir de los observables en FM-AFM
cambio en la frecuencia de resonancia ∆ω y cambio en la fuerza de excitación ∆F0
necesario para mantener la amplitud A constante:
ΩFM(d) =
∆ω
ω
(B.3)
ΘFM(d) =
∆F0
F0
− ∆ω
ω
(B.4)
(B.5)
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k, ω0, F0 y Q son la constante de fuerzas, la fuerza de excitación, la frecuencia
de resonancia y el factor de calidad de la micropalanca. El factor γc = kQw0 y A la
amplitud de oscilación (que es constante durante la medida).
Es preciso calcular el comportamiento de las funciones ΩFM(d) y ΘFM(d) en la
distancia. En las curvas de fuerza experimentales se registra el comportamiento de
estas magnitudes frente a la distancia media zc. Sin embargo, es necesario disponer
del comportamiento de estas magnitudes frente a la distancia mínima, por lo que es
preciso transformar los observables a través de la expresión:
dmin = zc − A (B.6)
Katan procede transformando los observables típicos de FM-AFM (cambio en
la frecuencia de resonancia y disipación) a los a observables típicos de AM-AFM
(amplitud y fase de la oscilación). De esta forma, la expresión que relaciona los
observables de AM-AFM con la fuerza de interacción y la disipación viene dada por:
Fts(d) = 2k
∫ ∞
d
((
1 +
A(u)1/2
8
√
pi(u− d)
)
ΩAM(u)− A(u)
3/2
2
√
(u− d)
dΩAM(u)
du
)
du (B.7)
γts(d) = −γ ∂
∂d
∫ ∞
d
((
1 +
A(u)1/2
8
√
pi(u− d)
)
ΘAM(u)− A(u)
3/2
2
√
(u− d)
dΘAM(u)
du
)
du
(B.8)
donde ΩAM(d), ΘAM(d),
dΩAM (u)
du
y dΘAM (u)
du
cumplen:
ΩAM(d) =
wd
w
(
1 +
Ad
A(d)
cos(φ(d))
)1/2
− 1 (B.9)
ΘAM(d) = −ΩAM(d)
(
QAdwd
A(d)ω0
sin(φ(d))
)
(B.10)
Ad =
A0
ω
√
(ω20 − ω2)2 +
(
ωω0
Q
)2
() (B.11)
Las derivadas dΩAM (u)
du
y dΘAM (u)
du
se pueden calcular a partir de las derivadas
dA(u)
du
y dφ(u)
du
de los observables experimentales A y φ:
dΩAM(u)
du
= − wdAd
2ω0A(u)
(
cos(φ(u))
A(u)
dA(u)
du
+ sin(φ(u))dφ(u)
du
)
√
1 + Ad
A(u)
cos(φ(u))
(B.12)
dΘAM(u)
du
=
ΘAM(u)
ΩAM(u)
dΩAM(u))
du
+ ΩAM(u)
QAdwd
ω0A(u)
(
sin(φ(u))
A(u)
dA(u)
du
− cos(φ(u))dφ(u)
du
)
(B.13)
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Igual que en el método de reconstrucción de Sader, el método de Sader precisa
del conocimiento de las curvas de A y φ frente a d, por lo que es necesario transformar
las curvas de fuerza experimentales que registran el comportamiento frente a zc en
curvas de A y φ frente a dmin y así reconstruir la fuerza de interacción Fts y la
disipación γts.
Implementación del método en AM-AFM
El método de Sader para FM-AFM asumía una amplitud de oscilación constan-
te A y acotaba el error formal del método a un 10%. Sin embargo, las propiedades
de la transformada de Laplace usadas para invertir las ecuaciones no son aplica-
ble si la amplitud A(d) no es constante. Esto es lo que ocurre para el método de
Sader-Katan aplicado a AM-AFM. Por tanto, el error ha de ser estimado en base
a las simulaciones numéricas. Se han realizado simulaciones para una micropalanca
de Q = 200, f0 = 103.784 kHz y k = 4 N/m utilizando el modelo DMT (véase
ecuación 4.3). Se ha considerado únicamente el régimen atractivo (E∗ = 0) para dos
constantes de Hamaker de la fuerza de Van der Waals diferentes. En la ﬁgura 24 se
presenta una comparación entre la fuerza real simulada y la fuerza reconstruida para
ambas constantes de Hamaker. Se observa la validez del método de reconstrucción
en ambos casos.
Figura B.1: Comparación entre al fuerza real y la fuerza reconstruida para una
micropalanca de Q = 200, f0 = 103.784 kHz y k = 4 N/m para una constante de
Hamaker de (a) H = 10 · 10−20 J y (b) H = 20 · 10−20 J.
Dependencia con dmin
Como vimos en el capítulo 5, cuando la micropalanca oscila en un medio de
bajo factor de calidad se generan armónicos superiores de la frecuencia de excita-
ción y la señal deja de ser armónica. Cabe preguntarse entonces si el método de
reconstrucción de la fuerza de Sader-Katan siendo válido. En la ﬁgura 25 se observa
el comportamiento de la fuerza reconstruida dependiendo del error en la estimación
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de la distancia mínima para dos micropalancas de constantes de fuerza distintas.
En el caso de la micropalanca de k ≈ 4 N/m no se observan diferencias entre las
reconstrucciones de la fuerza correspondientes a estimar la distancia mínima a partir
de la suposición de una señal armónica (dmin = zc−A1) y a partir de una señal con
un alto contenido en armónicos (la distancia mínima obtenida en las simulaciones).
Sin embargo, la distorsión armónica de la micropalanca de k ≈ 0.43 N/m, más blan-
da, es muy superior (véase el capítulo 5). Esto implica que en este caso determinar
la distancia mínima dmin sin incluir los armónicos superiores lleva consigo un gran
error. Para minimizar dicho error es necesario incluir la contribución tanto de la
deﬂexión como de armónicos superiores de la frecuencia de oscilación. Si se utiiza
la dmin simulada, la fuerza reconstruida coincide con la fuerza simulada, mientras
que si se utiliza la dmin calculada incluyendo sólo zc y A1, el resultado se aleja. La
constante de fuerzas efectiva viene dado por la pendiente de las curvas reconstruidas.
Por esta razón, aunque la magnitud de la fuerza reconstruida no diﬁera demasiado
en ambos casos, el error en el cálculo de la distancia mínima se convierte en un gran
error en la estimación de la constante de acoplo de la fuerza (véase ﬁgura 25b).
Figura B.2: Comparación entre al fuerza real, la fuerza reconstruida a partir de la
dmin real y la fuerza reconstruida a partir de dmin = zc −A1 para una micropalanca
de Q = 4, f0 = 103.784 kHz y (a) k = 4 N/m y (a) k = 0.4 N/m .
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